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Die Lipoide des Knochenmarks. 
Von 


Libin T. Cheng. 


(Aus dem Laboratorium fir Physiologische Chemie der Staatsuniversitit Columbus, Ohio.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Juni 1931.) 





Die Chemie des Knochenmarks ist von vielen Seiten bearbeitet 
worden. Dunlop’) fand anlaBlich einer Untersuchung von mancher- 
lei Fetten, daB frisches Rinderknochenmark einen niedrigen Siure- 
wert besitzt, naimlich 0,44, und daB ein 8 Monate altes Muster 
1,9 gab”). Glikin’) kam zu dem Schlu8, daB Hisen regelmaBig 
im Knochenmarkfett vom Rind vorkommt und daB das Knochen- 
mark von jungen Tieren mehr Eisen enthalt als das von alten. 
Heymann setzte*) Salkowskis Arbeit iiber Hypoxanthin im 
Knochenmark bei Leukimie fort und fand, da’ Hypoxanthin und 
Cholesterin regelmaBig vorkommen. 

Uber die Anwesenheit von Purinbasen im Knochenmark be- 
richteten ferner Thar®) und Kriiger und Schittenhelm’), die 
das Vorhandensein von Guanin, Adenin, Hypoxanthin und Xan- 
thin angaben. 

Otolski’), Glikin’) und Bolle®) arbeiteten iiber Knochen- 
marklecithin. Otolski arbeitete eine Methode zur Isolierung 
des Lecithins aus: Er extrahierte das Knochenmark mit 96°/,- 
igem Alkohol, versetzte den alkoholischen Extrakt mit Ather und 
trennte die unldslichen Substanzen durch Dekantieren ab. Die 
Ather—Alkohollésung wurde zur Trockne verdampft, der Riick- 
stand mit Ather extrahiert und das Lecithin daraus mit Aceton 
gefallt. Glikin bestimmte das Lecithin im Knochenmark von 
mancherlei Arten von Tieren und vom Menschen und kam zu 
dem SchluB, daB das Alter von Tier und Mensch bedeutenden 
KinfluB auf den Lecithingehalt zu haben scheint, in dem Sinne, 
daB er bei jungen Tieren sehr hoch ist. Bolle bestitigte spiter 


in einer Arbeit tiber das Knochenmark von Mensch, Schaf, Rind, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCI. 15 
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Schwein, Pferd, Hund und Katze Glikins Ansicht. Eylert?) 
untersuchte als erster die Fettsiuren des Knochenmarkfetts. Er 
beschrieb im Ochsenknochenmark eine Fettsiure von der Formel 
C,,H,,0,, die bei 72,5 schmolz und fiir die er den Namen Me- 
dullinsiure vorschlug. Thummel?) und Mohr!) bestritten ihre 
Existenz. Nach Thummel ist Medullinsiure ein Gemisch von 
Palmitin- und Stearinsiure, wihrend Mohrs Meinung dahin geht, 
daB die Medullinséure einfach Stearinsiure ist; er kam zu dem 
Ergebnis, daB die Fettsiuren im Knochenmark Palaitin-, Stearin- 
und Olsiure sind und daB im frischen Knochenmark flichtige 
Fettsiuren nicht vorkommen. 

Nerking?*) veréffentlichte eine wertvolle und umfassende 
Untersuchung iiber die annaihernde Znsammensetzung von gelbem 
und rotem Knochenmark vom Rind. AuSer iiber den Gehalt an 
Palmitin-, Stearin- und Olsaure berichtete er auch iiber einige 
analytische Konstanten, Wassergehalt, Asche, Wasserlésliches, 
Hypoxanthin und Milchsaéure usw. Ferner wurden gefunden Inosit, 
Serumalbumin, Serumglobulin, eine Deuteroproteose und eine 
Nucleoproteose, welche Pentose enthilt. 

Arachidonsiure C,,H,,0, kommt in mancherlei organischen 
Geweben vor, z. B. nach Bloor?’) in den Lipoiden des Rinder- 
herzens, nach Cartland und Hart im Corpus luteum”) in der 
Leber?®) und im Gehirn!*) und nach Brown in Schilddriise, Neben- 
niere und Milz}"). Kirzlich berichteten Klenk und Schoenebeck 
iiber eine hochungesittigte Fettsiure der C,,-Reihe in der Leber’). 
Uber hochgradig ungesittigte Fettsiuren im Knochenmark ist bis- 
her nichts verdéffentlicht. 

Die vorliegende Arbeit hatte ein doppeltes Ziel, zuerst die 
Unterschiede zwischen Fett- und gelatinédsem Mark festzustellen 
und zweitens zu sehen, ob hochgradig ungesi&ttigte Fettsiuren 
in diesen Marklipoiden vorkommen. Ferner bestand die Hoffnung, 
daB die erhaltenen Resultate als erster Schritt zu einer Ermittlung 
des Grundes oder des aktiven Prinzips fiir den Anfang der roten 
Blutkérperbildung verwendet werden kénnten. 


Versuchsteil. 


Material und Methode. 


Die Knochenmarkmuster wurden durch Aufbrechen von Tibia und 
Femurknochen yon Rind und Kalb gewonnen, die frisch vom Schlachthof 
gekauft waren. Das Tibiamark von jungen Tieren war immer bei ge- 
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wohnlicher Temperatur gelatinés und von schwachgelber Farbe. Bei den 
ilteren Tieren waren die abhingigen Anteile in der Tibia gelatinés, die 
héheren festweich. Femurmark war hirter als Tibiamark und gewéhnlich 
von roter Farbe, doch gelegentlich auch weiB. 

In einigen Mustern war festes und gelatindses Mark vermischt; bei 
anderen wurde eine Trennung der beiden Arten versucht. 

Zur Gewinnung der Lipoide wurde das Mark mit einer geringen Menge 
Wasser geschmolzen, hei8 durch Koliertuch filtriert, vom Wasser abgetrennt 
und in der Wirme im Vakuum getrocknet. Bei gewéhnlicher Temperatur 
waren die Lipoide aus der Tibia fliissig, von hellgelber Farbe, die aus dem 
Femur von Kalb und Rind fest und sehr schwach gelb. 

Die Analyse erfolgte wie folgt: Die Verseifungszahl wurde in iiblicher 
Weise bestimmt. Die Jodzahl wurde geschiitzt nach der Methode von Hanus. 
Das mittlere Molekulargewicht der Fettsiuren wurde nach zwei verschiedenen 
Methoden errechnet: Fiir die Ester aus dem Neutralisationsiquivalent nach 
Verseifen mit alkoholischem Kali. Ein CH, = 14 wurde abgezogen gem&B 
folgender Formel 


Mustergewicht x 1000 


coms TICL xc Hecmalitae 14 = mittleres Molekulargewicht . 





Fiir die Siuren wurde es bestimmt durch Lésen einer gewogenen Menge 
in neutralisiertem Alkohol und Titrieren mit Natronlauge. Phenolphthalein 
als Indikator. 

Zur Bestimmung der Polybromidzahl, d. h. der prozentuellen Menge 
von in Ather unléslichen Bromiden wurde eine gewogene Menge des Esters 
in kaltem Ather unter Riihren und Eis—Salzwasserkithlung bromiert, das 
Gemisch tiber Nacht stehen gelassen, dann 4mal mit kaltem Ather gewaschen 
jedesmal unter Zentrifugieren, der Ather dekantiert und der Riickstand ge- 
trocknet (nicht iiber 50°C) und gewogen. 

Der Bromgehalt wurde nach der Parrschen Peroxydbomben-Methode 
in der Modifikation von Brown und Beal’) bestimmt. Arachidonsiure 
wurde nach der Formel von Brown geschitzt'*) 


Polybromidzahl des Esters 


100 
17,6 e 





Prozent der Arachidonsiiure = 


wo 77,6 die Polybromidzahl des reinen Methylarachidonats darstellt. 

Die ungefihre Prozentzahl von gesittigten und ungesiattigten Fettsiuren 
wurde nach der tiblichen, durch den Verfasser etwas abgeiinderte Blei-Salz- 
Ester-Methode*®) geschitzt. 

Die Phosphatidbestimmung wurde nach dem Verfahren von Bloor*’) 
vorgenommen. 
Der Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldahl-Gunnning bestimmt. 


Analyse der Lipoide: Die Lipoide des Gelatinésen und 
des Fettmarks und die der gemischten Muster wurde analysiert. 
Tab. 1 zeigt die Ergebnisse im Vergleich mit denen Nerkings.!?) 

Die Jodzahl des gelatinésen Knochenmarkfettes ist ungefaihr 
20 Kinheiten héher als vom gemischten Markfett, 22—23 Kinheiten 


15* 
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Tabelle 1. 
Bic: ml der a, 
Jodeahl Verseifungszahl 
Ursprung der Lipoide nach nach nach | nach : 
Cheng |Nerking| Cheng | Nerking 
Rinderfettmark (Femur)... .. . 42,71 | m 198,1 it 
Rinderfettmark (Femur u. Tibia) | 45,24 | 39,98 197,8 | 202,15 
Rind, gemischtes Mark...... 47,37 — 1980 | — 
Rind, gelatindses Mark...... 67,34 66,86 196,5 189,26 
Kalb, gelatindses Knochenmark | 66,00 — 197.6 | — 


héher als beim Fettmark und 32 EKinheiten héher als der Rinder- 
talg (35,8).??) 

Darstellung und Analyse der Rohfettsaiuren: 250 g 
Lipoide wurden in einer 8 Liter-Flasche geschmolzen und auf 
ungefahr 60° C erwirmt; dazu kommt eine heiBe Lésung von 
75 g KOH in 75 ccm Wasser (Lipoidgewicht: Gewicht des 
KOH = 10:3). Unter energischem Schiitteln werden allmiahlich 
150 ccm Athylalkohol in die Flasche eingetragen. Das Gemisch 
wird dann 30 Minuten unter Riickflub gekocht, bis die Verseifung 
beendet ist. Die Seifen und das andere Material werden in 2 Liter 
Wasser gelést und die Fettsiuren durch vorsichtiges Zugeben eines 
Uberschusses von HCl in Freiheit gesetzt. Der Inhalt der Flasche 
wird nun gelinde gekocht, bis die Fettsiuren eine klare, dlige 
Schicht bilden. Nach dem Erkalten werden die Sauren abgetrennt, 
im Vakuum getrocknet und analysiert. 


Tabelle 2. 


Analyse der Fettsiuren des Knochenmarks. 












































Jodzahl . Poly- | F. des . 
U -~ Mittl. ‘ Bromid 
rsprung der Siuren : bromid-}| Bro- 
nach nach | Molgew. gi 
Cheng|Nerking zahl | mids*) dP 
eS 
(Femur) ...... 4467 £4— 266,5 — — _ 
Rinderknochenmark 
(Femur und Tibia) | 45,90 47,7 270,1 a aa _ 
Rind, gemischt. Mark | 47,99 | — 272,0 0,13 230 66,64 
Rind, gelatinés.Mark | 67,41 | 70,2 273,0 | 0,14 230 | 66,50 
Kalb, gelatinds. Mark | 66,77 | 3 — 274,5 — — — 


*) Das Bromid schmilzt nicht, sondern 


zersetzt sich beim Erhitzen auf 230° C. 


wird schwarz bei 220°C und 
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Darstellung und Analyse der Methylester: Die Lipoide 

werden geschmolzen und in Methylalkohol eingetragen, der ungefihr 

= 1—2°/, trockene HCl enthalt, dargestellt durch Einleiten von 
HCl-Gas in den Alkohol, bis Erwarmung eintritt. Der Inhalt der 
Flasche wird unter RiickfluB 18—22 Stunden gekocht. Nach dem 


| meal 


ng  Erkalten werden 2 Liter kaltes Wasser in die Flasche elngegossen. 
_ Die niedergeschlagene waiBrige Lisung wird abgehebert und die 
5 Ester bei 2—5 mm Druck destilliert; Siedepunkt von 145—250°C; 


leicht bernsteinfarben. 



































Tabelle 3. 
Tr Analyse der Methylester der Fettsiuren des Knochenmarks. 
Mittl. | Poly- Ara- 
! Herkunft der Ester |Jodzahl| Mol- |bromid- — - > | Brom ernie : 
gewicht} zahl romids 0/ 0/ 

on : ee. N 
es _ Rinderknochenmark 
oh (Femur)........ 42,91 | 265,7 | 0,01 | 228-9; — 0,012 
sh Rinderknochenmark 
1g (Femur und Tibia). | 45,57 | 269,8 0,07 | 228 —~ 0,090 
he Rind, gemischt. Mark . | 47,80 | 271,4 | 0,10 | 230 66,52 | 0,130 
- Rind, gelatinds. Mark | 66,65 | 272,0 0,11 | 228 66,61 | 0,140 
" Kalb, gelatindses Kno- 
: chenmark ...... 66,60 | 271,3 | 0,10 | 229 — | 0,120 
) 
t Fraktionierung der Methylester: Gelatinéses und Fett- 

knochenmark wurden aus 50 Pfund Kalbsknochen und 100 Pfund 

Tabelle 4. 

7 Methylester von Kalbsknochenmarklipoiden (1. Fraktionierung). 
d —— 



































5 | 2/2¢e/.3_] ee] = les 
Siedepunkt °C. - s E 5 56 Sua s el a <3 E 
5 1A Sess "| sa] xs |e" 
146398 2... 60 | 2—3 | 46,90| 258,5 | 0,016 | 228 | — | 0,020 
178—194..... 122 2—3 | 57,64] 270,2 | 0,020 | 228 — | 0,026 
194—196 ..... 179 2—3 | 66,42] 272,7 | 0,120 | 228 | 64,30] 0,154 
196—217 ..... 68,5 | 2—3 | 74,10] 290,2 | 0,280 | 229 | 64,74 | 0,296 
Originalgemisch 
der Ester ...| 444 | 2—3 | 66,19] 278,3 | 0,092 | 228 | 65,50] 0,119 








*) Berechnet aus dem Neutralisationsiquivalent nach Verseifung der Ester. 
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Tabelle 5. 
Methylester von Rinderknochenmarklipoiden (doppelt fraktioniert). 








145—180.... 69 


























4—5 | 31,82] 258,8]0,010] — — | 0,013 
180—190..... | 138 | 4—5 | 35,21 | 259,0] 0011] — — |0,014 
190—200.... | 96 | 4—5 | 40,78 | 260,4] 0,018} — — |0,017 
200-210... . | 467 | 4—5 | 53,57 | 273,5 | 0,030 | 228—9] 66,40 | 0,039 
210—220.... | 469 | 4—5 | 56,78 | 278,1] 0,074] 228 —'| 66,65 | 0,095 
220—250.... | 48 | 4—5 | 69,34 | 289,3 | 0,115 | 228—9 | 66,42 | 0,148 
Gemisch .... | — | 4—5 | 53,23 | 273,5] 0,090] 228 | 65,64 | 0,116 


Rinderknochen getrennt gewonnen, nach der oben erwahnten 
Methode verestert und unter 2—5 mm Hochvakuum fraktioniert. 
Die Fraktionen werden analysiert, Ergebnisse vgl. Tab. 4 und 5. 
Die Ergebnisse der Tab. 4 sind erhalten durch einfache Fraktio- 
nierung in 4 Fraktionen. Die in Tab. 5 aus 100 Pfund Rinder- 
knochen wurden einmal fraktioniert wie in Tab. 3 und dann ein 
zweites Mal mit einer Spezial-Paulyvorlage nach der Konstruktion 
unseres Laboratoriums. In diesem Fall wurden 6 Fraktionen 
aufgefangen. 

Der Bromgehalt und der Schmelzpunkt stimmen gut mit 
einem Methyloctobrom-arachidonat iiberein. Br,: 64,3—66,65 (ver- 
langt 66,78), Schmelzp. 228—230.° Manchmal war der Bromwert 
zu niedrig. Das mag ein geringer experimenteller Fehler oder durch 
Verunreinigungen der Bromide veranla8t sein. Es stand nur eine 
kleine Menge Bromid zur Verfiigung und das kénnte man vielleicht 
als einen der Gritnde ansehen, der den Bromwert niedrig ausfallen 
1aBt. Beispielsweise fand der Verfasser, wenn er 0,3125 g nahm, 
einen Bromgehalt von 66,42°/,, wihrend er bei Verwendung von 
0,2220 g nur 65,36°/, erhielt. 

Das mittlere Molekulargewicht der niedrigst siedenden Fraktion 
betrigt 258,5, also héher als Palmitinsiure (256), das der héchsten 
Fraktion 289—290,2, also ungefaihr 6 Einheiten héher als Stearin- 
siure und 9 hoéher als Linolensiure. 

Die Menge der gesattigten und ungesiattigten Fett- 
siuren: Die gesittigten und ungesittigten Fettsiuren wurden 
nach der in Amerika tiblichen Methode (20) bestimmt, doch anderte 
sie der Verfasser in folgenden Punkten: 

Zuerst tat er die Seifenlésung in das ReaktionsgefaB und figte 
dazu die Mischung von Bleiacetat und Wasser, anstatt neutralisierte 
Seifenlésung zu dem Bleiacetat—Wassergemisch zu geben. Zweitens 
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trocknete er die Fettsiuren im Vakuum bei 110° ungefihr eine 
Stunde unter Durchleiten von CO, im GefaiB wie in der Original- 
arbeit beschrieben. 

Die erste Modifikation vermeidet Verlust von Seifen, die 
zweite Oxydation der ungesiattigten Fettsiuren. Beide Methoden 
waren einfacher und ersparten viel Arger. 

Soweit uns bekannt ist, gibt es keine Methode, die es ge- 
stattet, gesittigte und ungesiittigte Fettsiuren vollkommen zu 
trennen. Die nach der Blei-Salz—Estermethode erhaltene gesiattigte 
Fraktion ist gewéhnlich durch etwas ungesittigte Fettsiuren ver- 
unreinigt. Fiir sie wurde folgende Korrektur angewandt: 





Jodzahl der gesattigten Fettsiuren 


Jodzahl der ungesittigten Saiuren sascialias 


das ist Prozent der ungesittigten Fettsiuren in der gesittigten 
Fraktion. Der Korrektionswert wird erhalten mit Hilfe der Formel 
— iin , wo B die Prozente an unreiner gesittigter Siure ent- 
sprechend der Analyse darstellt. Die annihernden Korrektionen 
sind derart ausgefiihrt, daB der Korrektionswert von den Prozenten 
der unreinen gesattigten Siure abgezogen und den Prozenten der 
ungesattigten Saure hinzugefiigt wurde. 

Die Ergebnisse dieser Trennungen und Korrektionen zeigt 
Tab. 6. 

















Tabelle 6. 
Analyse der li und unges&ttigten Fettsauren. 
7 . pews Mittleres | [| [| °l9 oy, 
Herkunft Jodzahl Molgewicht | °/, 7, ges. unges. 
der Fettsiuren ge. iment... 
ges. (unges.| ges. a korrigiert 








Gelatinds. Mark 1 36,89 | 93,52 272,8 289,2 | 32,00 | 66,32 | 19,87 | 78,95 
Gelatinés. Mark 2 | 9,14 | 93,24 | 264,4 | 290,0 | 21,27 | 75,59 | 19,19 | 77,67 
Fettmark 1 ...]| 9,49 | 92,95 | 265,0 | 290,2 | 50,57 | 46,80 | 45,44 | 51,96 
Fettmark 2 ... | 8,24 | 98,35 | 262,2 | 289,0 | 50,50 | 46,90 | 45,86 | 51,24 























Die gelatinésen Markfette enthielten ungefihr 20—22°/, mehr 
ungesattigte Fettsiuren als die festen Fettmarke. 

Die gesittigten Fettsiuren enthalten hauptsichlich Palmitin- 
und Stearinsiure, waihrend die ungesittigte Fraktion hauptsichlich 
Olsiure darstellt, daneben geringe Mengen Arachidonsiure. 
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Phosphatide und Gesamtstickstoff: Die Phosphatide 
Tab. 7 stellen die Gesamtphosphatide im Knochenmark dar, nicht 
nur Lecithin. Der Phosphatidgehalt im Kalbsknochen ist héher 
als beim Rind, aber der Gesamtstickstoff ist im Rinderknochen 
héher und im Kalbsknochen niedriger. 


Tabelle 7. 


Analyse der Phosphatide und Gesamtstickstoff 
im Knochenmark. 




















Art von Knochenmark °/, Lipoide "/ Preece 
Kalb, gelatinds ....... 1,13 0,16 
Kalb, rot, gelatinds .... 1,09 0,13 
Rind, gelb, fett*)...... 1,21 0,22 
Rind, weiBes Fettmark*) . 1,16 0,13 
Rind, gelatinés, 1. frisch . 0,81 0,30 
Rind, gelatinés, 2. frisch . 0,80 0,31 


*) Diese beiden Muster hatten ungefiihr 3 Monate gelagert. Sie mégen 
etwas von ihrem Wassergehalt verloren baben, wodurch der Phosphatid- 
gehalt ansteigt. 


Diskussion und Schlu&folgerung. 


Die Jod- und Verseifungszahlen stimmen alle recht gut mit 
den Beobachtungen Nerkings iiberein. Die hédhere Jodzahl 
(ungefibr 20 Einheiten) der gelatinédsen Markfette bedeutet, dab 
in dem Material mebr ungesittigte Fettsiuren vorhanden sind. 

Hinsichtlich der Phosphatide bestimmte Nerking nur Leci- 
thin, wihrend Tab. 7 dieser Arbeit alle im Knochenmark vor- 
handenen Phosphatide darstellt, so da8 wie erwartet die Re- 
sultate héher sind als die Nerkings. Im Ganzen stimmen die 
Ergebnisse mit denen von Glikin und Bolle darin iiberein, dab 
der Phosphatidgehalt mit dem Alter abnimmt. Hinsichtlich des 
Gesamtstickstoffs ist die Korrelation umgekehrt. 

Da das mittlere Molekulargewicht der Sauren von 258,5—290,2 
reicht, kénnen die Fettsiuren im Knochenmark nicht zu Reihen 
unter C,, gehéren (d. h. mehr als in Spuren) oder zu héheren 
als C,,. Aus dieser Tatsache, dem Bromgehalt und dem Schmelz- 
punkt der Methylesterbromide mu geschlossen werden, dab 
Arachidonsiure in den Fetten des Knochenmarks vorhanden ist. 
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Das Ergebnis ist also das, daB die Fettsiuren des Knochen- 
marks hauptsichlich aus Palmitin-, Stearin- und Olsiure bestehen, 
mit einer Beimengung von Arachidonsiure. 

Das mittlere Molekulargewicht der hochsiedenden Fraktion 
in Tab. 4 ist ungefahr 8 EKinheiten zu hoch und in Tab. 5 un- 
gefahr 7 Einheiten fiir Olsiure. In Tab. 6 sind die Jodzahlen 
der ungesattigten Fraktionen alle ungefihr 92 und ihr Mole- 
kulargewicht ungefahr 7 Kinheiten zu hoch fir Olsiure. 

Der Prozentgehalt an Arachidonsiure (0,012—0,019°/,) ist zu 
niedrig im Verhaltnis zu diesem hohen Molekulargewicht. Die 
Abweichung mag durch die Anwesenheit einer bestimmten Siure 
oder von Siuren mit hohem Molekulargewicht (unbekannter Natur) 
hervorgerufen sein, die jedenfalls nicht Arachidonsiure darstellt. 
Ks ist auch wahrscheinlich, da8 kleine Mengen Linolensiure vor- 
handen sind; vielleicht gehért die unbekannte Saiure zu Reihen, die 
stiirker ungesittigt sind als die Olsaure. 


Zusammenfassung. 


1. Die Lipoide verschiedener Knochenmarkmuster sind dar- 
gestellt worden, die Natur der Lipoide, der Fettsiuren und der 
Methylester ist untersucht und der Phosphatid- und Gesamtstick- 
stoffgehalt des Knochenmarks bestimmt worden. 

2. Die Fettsiuren des Knochenmarks bestehen hauptsiichlich 
aus Palmitin-, Stearin- und Olsiure, neben einer kleinen Menge 
Arachidonsiure. 

3. Eine Fettsiure von hohem Molekulargewicht, unbekannter 
Natur, nicht Arachidonsidure, ist méglicherweise im Knochenmark 
vorhanden. 

4. Die Lipoide des gelatinédsen Marks sind bedeutend un- 
gesittigter als die im Fettmark. 

5. Die Lipoide im Rinderfettmark sind etwas ungesittigter 
als die im K6rperfett. 
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Uber Tetanustoxin. 
I. Mitteilung') tiber bakterielle Toxine. 


Von 
Ernst Maschmann. 
Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus der Chemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses, Frankfurt a. M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. Juni 1931.) 


I. Einleitung. 

Zur Untersuchung des biologischen und chemischen Ver- 
haltens der bakteriellen Toxine wurden bisher fast ausschlieBlich 
die Kulturfliissigkeiten (Bouillontoxine) benutzt, die in stofflicher 
Hinsicht nur schlecht charakterisiert werden kénnen, und worin 
die Toxine im Vergleich zu den Begleitstoffen in sehr geringer 
Menge vorkommen. Da in den wenigsten Fallen die Kultur- 
fliissigkeiten bei erneuter Gewinnung in bezug auf Art und Menge 
der begleitenden Substanzen gleich zusammengesetzt sind, gelingt 
es nicht immer, die Reaktionen zu reproduzieren. 

Vor allem aber ist es schwierig, oft unméglich, zu entscheiden, 
ob die beobachteten Reaktionen spezifisch fiir das Toxin sind oder 
inwieweit begleitende Substanzen sie beeinflussen vielleicht sogar 
bedingen. Hs ist deshalb anzustreben, mit mdglichst reinen Stoffen 
zu arbeiten. 

Trotz zahlreicher Bemihungen ist es bis heute unklar, ob die 
Toxine in eine der bekannten Korperklassen einzuordnen sind, 
oder ob sie, zusammen mit den Enzymen und Antitoxinen 
,zu einer besonderen Klasse von Stoffen zu vereinigen sind, 
mit deren Ausdehnung und Abstufung sich nur die Eiweibstoffe 
vergleichen lassen“*.2) Was bisher tiber die chemische Natur der 
Toxine behauptet wurde, ruht auf unzureichender experimenteller 
Grundlage. Es bedarf weiterer Beweise, um Bestimmtes aus- 
sagen zu k6nnen. 


1) II. Mitteil. Ber. chem. Ges. (im Druck). 
2) R. Willstatter, Ber. chem. Ges. 55, 3601, und zwar 8. 3623 (1922). 
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Seit der Entdeckung der Toxine hat es nicht an Versuchen 
gefehlt, um diese merkwirdigen Stoffe zu isolieren und ihre 
chemische Natur aufzuklaren. Auf die umfangreiche Literatur iiber 
die Reinigung der Toxine sei hier im einzelnen nicht eingegangen, 
sondern auf die Zusammenstellung von KE. P. Pick und F. Silber- 
stein verwiesen.!) Deren zusammenfassendes Urteil lautet: ,,Das 
einzige Ergebnis der Bemiihungen, die Chemie der toxischen 
Antigene zu erforschen und ein ,,reines‘‘ Toxin darzustellen, ist 
die Erkenntnis, daB es sich héchstwahrscheinlich um héhermole- 
kulare kolloidale KiweiBkérper oder Eiwei8produkte handle‘.?) 

R. Willstaétter und seine Mitarbeiter vervollkommneten 
das Adsorptionsverfahren am Beispiel der Enzymtrennung und 
Reinigung so, daB die experimentelle Forschung neuen Antrieb 
zur Isolierung von weiteren, biologisch wichtigen Stoffen gewann °), 
die ,,fiir chemische Mittel soviel man weif keine Angriffspunkte 
bieten‘’. Daher lag es nahe, das Adsorptionsverfahren der Miinchner 
Schule auch fiir die Anreicherung der Toxine nutzbar zu machen. 


II. Adsorptionsverhalten des Tetanusspasmins. 


Am Beispiel des Tetanusspasmins*) untersuchten wir zuerst 
das Adsorptionsverhalten eines bakteriellen Toxins.5) Tetanus- 
spasmin besitzt wohl ein geringeres praktisches Interesse als 


1) In Kolle-Kraus-Uhlenhuth, Handbuch d. pathog. Mikroorga- 
nismen, 3. Aufl. Berlin 1929. Bd. 2, Tl. 1, S. 317 und S. 391ff. 

2) A. a. O. 402. 

3) Z. B. E. Wagner-Sommer, H. Sommer u. K. F. Meyer, J. Infect. 
Diseases 89, 345 (1926); H. Sommer u. P. T. Snipe, J. Infect. Diseases 48, 
145 (1928): Botulismustoxin. — M. Hisler u. M. Spiegel- Adolf, Bio- 
chem. Z. 204, 28 (1929): Konzentrierung antikérperhaltiger Sera. — 
H. v. Euler u. F. Brunius, Z. Immun.forschg. 68, 124 (1930): Hamo- 
lytische Antikérper. — E.Maschmann u. E. Kister, Diese Z. 198, 
215 (1930): Tuberkulin. — E. Frankel u. E. Mislowitzer, Z. Krebs- 
forschg. 29, 491 (1929); 81 378 (1930); E. Maschmann u. B. Albrecht 
Diese Z. 196, 241 (1931): Atiologisches Agens des Hithnersarkoms. — 
K. Linderstrém-Lang u. 8S. Schmidt, Kolloid-Z. 51, 152 (1930); 
S. Schmidt u. A. Hansen, Biochem. Z. 228, 263 (1930); E. Maschmann, 
E. Kiister u. W. Fischer (unveréffentlicht) vgl. Ber. chem. Ges. (im Druck): 
Diphtherietoxin. — G.Pyl, Z. Bakteriologie 121, 10 (1931): Maul- und 
Klauenseuchevirus. 

4) Der experimentelle Teil vorliegender Arbeit wurde von Ende 1927 


bis 1929 ausgefiihrt. 
5) Wenn im folgenden von Tetanustoxin gesprochen wird, ist Tetanus- 


spasmin darunter zu verstehen. 
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Diphtherietoxin!), doch erlaubt die Verwendung der Maus zur 
Bestimmung des Tetanustoxins ein eingehenderes Studium aller 
Bedingungen, die fiir eine moéglichst auswaihlende Adsorption in 
Frage kommen. 

Um die Versuche und die priaparative Arbeit mit ein und 
demselben Material durchfihren zu kénnen, gingen wir von 
,,!rockentoxin“ aus: Dies wurde in groBen Mengen durch Ganz- 
sittigung der Kulturfliissigkeit (Bouillontoxin) mit Ammoniumsulfat 
gewonnen, wobei wir eine ungefaihr sechsfache Anreicherung 
des Spasmins erzielten. Trockengift als Ausgangsmaterial hat 
folgende Vorteile: 1. Der Toxingehalt des Priparates bleibt lange 
Zeit konstant; dadurch erspart man eine dauernde Kontrolle 
bzw. Neubestimmung des Toxingehaltes.2) 2. Der Gehalt des 
Trockentoxins an ,,Toxoiden‘**) ist gering*) und bleibt wiahrend 
der Dauer der Arbeit konstant. 3. In Trockentoxinlésungen liegt 
das Spasmin gegeniiber den Begleitstoffen in bevorzugter Kon- 
zentration vor; denn das Gift wird bei der Ausfallung von Be- 
gleitstoffen befreit, die seine Adsorption aus der Kulturfliissigkeit 
sehr erschweren. 

Nach unseren Untersuchungen besteht kein besonderer Unter- 
schied im Adsorptionsvermégen der Tonerdepraiparate B und 
Cy (R. Willstaétter und H. Kraut) fiir Tetanusspasmin. Da- 
gegen erweist sich die Sorte A nicht ganz so adsorptionstiichtig 
wie die beiden anderen (Fig. 1, S. 235). 

Die Anfangskonzentration, innerhalb einer von uns aus 
praktischen Griinden gewahlten Konzentrationsbreite von 0,4 
bis 0,05°/,, ist auf die Adsorption des Spasmins an Tonerde von 
geringem HinfluB. Fir die Tonerdeadsorption liegt demnach das 
Spasmin gegenitiber den Begleitstoffen schon in 0,4°/,iger Lésung 
in so giinstiger Konzentration vor, daB durch eine weitere Ver- 
dimnung der Ausgangslésung die Adsorption der benachteiligten 
Stoffe nur noch in sehr geringem MaSe zuriickgedringt wird. 
Am auswahlendsten la8t sich das Toxin aus 0,05°/,iger Lésung 
adsorbieren. 





1) Uber das Adsorptionsverhalten des Diphtherietoxins werden wir um- 
gehend berichten. 

2) Um sicher zu sein, priiften wir in kurzen Zeitabstanden den Toxin- 
gehalt unsres Ausgangsmaterials nach. 

3) Unter Toxoiden versteht man Umwandlungsprodukte des Toxins, die 
noch antigene Eigenschaft, aber keine toxische Wirkung mehr besitzen. 

4) Vorausgesetzt, daB man das Toxin aus einer ungefahr 10tagigen 
Kulturfliissigkeit gewinnt. 
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Dagegen ist die Konzentration der Wasserstoffionen von 
groBem EinfluB auf den quantitativen Verlauf der Adsorption 
des Toxins an Tonerde. Wie Fig. 2, S. 237 veranschaulicht, besteht 
ein scharf ausgepragtes Optimum bei pu = 6. Schwach saure Re- 
aktion begiinstigt also die Adsorption des Spasmins durch 
Tonerde. 

Das Adsorptionsverhalten des T'oxins gegen elektroosmotisch 
gereinigten Kaolin wird in besonderem MaSe durch die Aciditit 
der Lésung bedingt: Kaolin adsorbiert Tetanustoxin am aus- 
wahlendsten aus stark saurer Losung (px = 3,8). Das Spasmin 
wird durch diese Aciditét wahrend der Versuchsdauer nicht 
meBbar geschidigt. Bemerkenswert ist, daB die Adsorption 
an Kaolin — selbst in den gewahlten, verhailtnisméBig groBen 
Verdiinnungen — noch stark von der Anfangskonzentration 
beeinfluBt wird. So l4Bt sich das Spasmin z. B. aus 0,4°/oiger 
Lésung (px = 8,7) sehr viel reichlicher und auch auswahlender 
adsorbieren als aus 0,05°/jiger (px = 3,8). Fig. 8, 8. 245 zeigt 
deutlich die Steigerung, welche der Adsorptionswert sowohl durch 
Konzentration der Ausgangslésung auf das 8fache als auch durch 
Anderung der Aciditaét erfahrt. 

Durch Cerebron, das wir auf seine Kignung als organisches 
Adsorbens untersuchten, werden nur sehr geringe Mengen Spasmin 
aus schwach alkalischer Lésung herausgenommen; ebenso verhiilt 
sich Cholesterin. 

In den Tonerde- und Kaolinadsorbaten besitzt das Toxin 
noch seine toxische und antigene Higenschaft. Man kann das 
Toxin in den Adsorbaten bestimmen: die gemessene ‘T'oxinmenge 
entspricht ziemlich gut der Differenz aus dem Gehalte der Aus- 
gangs- und der Restlésung. Wie bekannt, wirkt das Spasmin 
nicht am Orte der Injektion, sondern vom Centralnervensystem 
aus, dem es zugefiihrt wird. Daher setzt die Wirksamkeit der 
Adsorbate deren rasche Zerlegung im Tierkérper voraus. Die 
toxische Wirkung der in Wasser aufgeschlemmten Adsorbate 
bleibt bei niederer Temperatur einige Tage unverdndert, um dann 
langsam abzunehmen. Dagegen verlieren die Adsorbate durch 
Trocknen im Exsiccator fast ganz ihr spasmisches Wirkungs- 
vermogen. 

Die Zerlegung der Tonerde- und Kaolinadsorbate gelingt 
leicht und mit ziemlich regelméBiger Ausbeute durch alkalische 
Phosphatlésungen und durch sehr verdiinntes Ammoniak — am 
besten durch 0,05°/jiges, — schlecht durch primaire Phosphat- 
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lésung, nicht z. B. durch Acetatpuffer vom px des primiren 
Phosphates. 

Die Ausfallung der Phosphorséure aus der Phosphatelution 
kann mit Magnesiamixtur bei sorgfailtigem Ammoniakzusatz so 
geleitet werden, da8B der Toxinverlust nicht 10°/, iibersteigt. Wegen 
der verlustloseren und einfacheren Aufarbeitung von Ammoniak- 
elutionen bevorzugen wir zum Zerlegen der Adsorbate 0,05°/,iges 
Ammoniak, dessen Alkalitét vom Spasmin wahrend der Versuchs- 
dauer ohne meBbare Schadigung vertragen wird. Wir konnten 
uns durch zahlreiche Versuche iiberzeugen, daB die Elutions- 
ausbeute mit Ammoniak ziemlich gleich bleibt. In den dialy- 
sierten Ammoniakelutionen liegt das Tetanusspasmin in héherem 
Reinheitsgrade vor, als in aufgearbeiteten Phosphatelutionen. 

Tonerde- und Kaolinadsorbate geben an Serum ihr gesamtes 
Toxin ab; im Serum 1a8t sich das Toxin quantitativ nach- 
weisen. Verrihrt man die Adsorbate mit Tetanusantitoxin, so 
wird das Spasmin vollstaindig neutralisiert; denn weder das _ be- 
handelte Adsorbat noch das Tetanusserum lésen die geringsten 
tetanischen Erscheinungen beim Tier aus. Hieraus entnehmen 
wir, daB auch die antigene Higenschaft des Spasmins im Adsorbat 
erhalten bleibt. 

Aus der Ammoniakelution (wie auch aus der von Phosphor- 
siure befreiten Phosphatelution) wird das Spasmin durch Tonerde 
bei px = 6, durch Kaolin bei px = 3,8 leicht und mit guter Aus- 
beute adsorbiert. Auch das zweimal adsorbierte Toxin kann 
durch Ammoniak mit ziemlich regelmaéSiger Ausbeute eluiert 
werden. Das Spasmin liegt in den dialysierten Ammoniakelutionen 
rund 180 bis 190 mal so rein vor, als in der Ausgangskulturfliissigkeit. 

Die bisher reinsten Spasminpraparate haben wir durch 
eme zweimalige Tonerde- und nachfolgende Kaolin- 
adsorption erhalten. Ahnlich wie bei der Lipase!), bewirkt auch 
beim Tetanusspasmin der Ubergang vom elektropositiven zum 
elektronegativen Adsorbens eine weitere Steigerung des Rein- 
heitsgrades. In den auf diesem Wege dargestellten Priparaten 
lag das Spasmin — frei von Tetanuslysin — ungefahr 210 bis 
240mal reiner vor als in der Ausgangskulturfliissigkeit. 

In 2ccm einer 0,1°/,igen Lésung der Priaparate, deren Ge- 
Winnung in den Beispielen einer wiederholten Adsorption ange- 





‘) R. Willstatter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Z. 125, 132 
(1923), 
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fiihrt wird, war nur noch die Ninhydrinreaktion — nach langerem 
Kochen — in allen Lésungen schwach aber deutlich positiv. Da- 
gegen war die Biuretprobe nur in der Lésung des 1. Priparates 
— und zwar erst nach 24stiindigem Stehen —, die Millonprobe 
nur in der Lésung des durch Kaolin-Tonerdeadsorption erhaltenen 
ganz schwach positiv. Auf Zusatz von Uranylacetat blieb nur die 
Losung des 3. Praéparates klar, das durch eine zweimalige Ton- 
erde- und nachfolgender Kaolinadsorption gewonnen worden war. 
Mit Pikrinséure- und Quecksilberchloridlésung entstand dagegen 
bei allen Lésungen eine schwache T'riibung, aber keine Ausfallung. 
Der Stickstoffgehalt von Praparat 2 und 3 differiert ziemlich; er 
betrug rund 10 und 138°/,. 


Man darf wohl, wie R. Willstatter und K. Schneider 
beim Invertin?), auch beim Tetanusspasmin alle Reaktionen, die 
bei einem hochwirksamen Praparate nicht festzustellen sind, 
accessorischen Begleitstoffen zuschreiben. Demnach enthielte das 
Spasminmolekiil weder die durch die Biuretreaktion charakteri- 
sierte Gruppierung, noch Tyrosin und Tryptophan. 


Die zahlreichen Bestimmungen des Spasmingehaltes im Ausgangs- 
material, in den gewonnenen Lésungen und Praparaten wurden von 
Herrn Dr. F. W. Wichmann und Fri. H. Kicksch im Staatsinstitut fiir 
experim. Therapie ausgefiihrt. Fiir ihre miihevolle Arbeit sage ich ihnen 


meinen aufrichtigen Dank. 


III. Bestimmung des Tetanusspasmins. 


In den alteren Arbeiten, die sich mit der Reinigung ven 
Toxinen befassen, stehen die weitgehenden SchluBfolgerun; 
nicht immer im rechten Verhiltnis zu den geringen quantitativ 
Angaben. Eine allzu sparsame Verwendung von Tieren bei der 
Auswertung bedeutet den Verzicht auf eine hinreichend gesicherte 
Grundlage. Vor allem hat man nicht geniigend beriicksichtigt, 
daB alle ReinigungsmaBnahmen einer quantitativen Kontrolle 
bediirfen ,,1. hinsichtlich der Ausbeute im Verhaltnis zum <Aus- 
gangsmaterial, 2. hinsichtlich der‘« Toxinkonzentration, ,,des Rein- 
heitsgrades in den erhaltenen Lésungen und Praéparaten‘. Dieser 
von R. Willstiatter?) bei der Enzymreinigung erhobenen Forde- 
rung kamen wir bei der Toxinreinigung soweit wie médglich 


') Diese Z. 188, 193 (1924). 
2) Ber. chem. Ges. 55, 3601 (1922). 
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nach. Dadurch gelang es uns, ReinigungsmaBnahmen auszu- 
schalten, die nicht mit praktisch brauchbarer Ausbeute durch- 
gefiihrt werden konnten. 


Unseren quantitativen Angaben kommt nicht die Genauig- 
keit zu, wie man sie von Messungen der Reaktionsgeschwindig- 
keiten bei Enzymen gewohnt ist. Wie alle Mengenbestimmungen 
von Substanzen, die nur durch ihr spezifisches Verhalten im Tier- 
kérper charakterisiert werden k6énnen, so leidet auch die MeB- 
genauigkeit bei der Tetanusspasminbestimmung unter dieser 
durch das Testobjekt bedingten Unsicherheit. Man besitzt wohl 
in der weifen Maus eine Tierspezies, die eine hohe gleichmaBige 
Kmpfanglichkeit gegen Tetanusspasmin zeigt, doch bedingt nicht 
selten die individuelle Empfindlichkeit oder eine individuelle 
Resistenz, daB einzelne Tiere im Reihenversuch ausfallen, d. h. 
innerhalb der Reihe entweder verspitet sterben oder am Leben 
bleiben. Diese individuellen Unterschiede der Tiere lassen sich nur 
dann ausschalten, wenn man als Ma® fiir die Toxinmenge nicht 
wie seither — und wie wir es im Falle der Spasminbestimmung 
noch getan haben — die Dosis letalis minima des Reihenversuches, 
sondern die Dosis certe letalis (D. 1. 100) zugrunde legt, d. h. 
die kleinste Giftmenge, die bis zu einem willkiirlich festzusetzenden 
Tag 100°/, der Tiere tétet.4) Hierdurch erreicht man die gréBt- 
mégliche Genauigkeit bei Mengenbestimmungen am Tier. Die 
D. 1. 100 kann aber nur dann genau ermittelt werden, wenn man 
sie an wenigstens 25—30 Tieren bestimmt. 


Unsere Aufgabe war, das _ ,,toxische Antigen, d.h. das 
“gtanusspasmin anzureichern: Deshalb bestimmten wir das 


‘ypasmin lediglich auf Grund seiner spezifisch tdédlichen Wirkung. 


Nur so kann die vorhandene Toxinmenge einigermafen genau 
ermittelt werden. Als Ma8 der toxischen Wirkung wahlten wir 
die kleinste Menge Toxin, die im Reihenversuch bis zum 4. Tage 
Mause von 14—16g toétet. Der Todestag kann zwischen dem 
1. und 4. Tag liegen, er braucht also nicht immer der 4. Tag zu sein. 
Um die Ungenauigkeit, mit der dieses Ma8 behaftet ist, etwas zu 
verringern, haben wir in wichtigeren Versuchen die zu priifenden 
Dosen mit je 8 Tieren besetzt. Bei zahlreichen Wiederholungen der 
Versuche — unter genauer Kinhaltung der Bedingungen — zeigte 





1) Es ist vielleicht noch besser, die D. 1. 50, d.h. die kleinste Toxin- 
menge, die 50°/, der Tiere tétet, zu wahlen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCl. 16 
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sich, daB die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse innerhalb einer 
Fehlergrenze von ungefaihr 10°/, gewahrleistet ist. 

Wir bezeichnen in dieser Arbeit die Spasminmenge, die wir 
mit der eben charakterisierten tédlichen Dosis im Reihenversuch 
ermittelten, mit Tetanusspasmineinheit (Te. E.). Als Ma8 fiir die 
Toxinkonzentration, d. h. den Reinheitsgrad in den gewonnenen 
Lésungen und Préparaten, wahlten wir — dem Enzymwert der 
Miinchner Schule nachgebildet — den Toxinwert. Dieser gibt 
die Toxinmenge in Spasmineinheiten an, die in 1g Substanz 
enthalten ist. 

In besonderen Versuchen befaSten wir uns mit der Beziehung 
zwischen spezifischer Wirkung des Spasmins und Wirkungs- 
bedingungen. Was die Wasserstoffionenkonzentration be- 
trifft, so tritt die Abhaéngigkeit der Spasminwirkung von der Aciditat 
der urspriinglichen Lésung nicht in Erscheinung, weil die Anfangs- 
konzentration der Ausgangslésung bei der Priifung an der Maus 
so stark verdiinnt wird, da’ Unterschiede in der Wasserstoff- 
ionenkonzentration praktisch aufgehoben werden. Da Tetanus- 
spasmin im Gegensatz zu Diphtherietoxin!) wahrend der Versuchs- 
dauer innerhalb eines pu-Bereiches von ungefaéhr 3,8—9,5 nicht 
meBbar irreversibel zerstért wird, ist es auch in dieser Hinsicht 
gleichgiiltig, ob man die zu priifende Lésung vorher auf ein be- 
stimmtes pu bringt oder nicht. Fiir die Wirkung ist ferner be- 
langlos, ob eine tédliche Dosis der Maus in 1 oder 0,1 ccm ein- 
gespritzt wird, d. h. die Konzentration des Toxins in der Injek- 
tionslésung ist fiir die Wirksamkeit des Giftes nicht von Be- 
deutung. Trotzdem haben wir unsere Verdiinnungen so gewahlt, 
daB alle zur Injektion kommenden Dosen in einem Volumen 
von wenigstens 0,5 cem enthalten waren. Uber den Einflu8 von 
Begleitstoffen auf die Spasminwirkung, erlauben unsere Versuche 
nichts Bestimmtes auszusagen, doch haben wir nicht den Ein- 
druck, da8 das Verhalten des Toxins im Tierkérper irgendwie 
von Begleitstoffen beeinfluBt wird. 

Bei der Ermittlung der kleinsten tédlichen Dosis gingen wir 
so vor, da8 wir zuerst an einer Tierreihe mit ziemlich grob gewahlten 
Dosen die ungefihre Lage der tddlichen Dosis bestimmten, um 
dann in feinerer Abstufung die Priifung zu wiederholen — oft 
gleichzeitig an zwei verschiedenen Tierreihen. 

1) Diphtherietoxin ist nach unserer Erfahrung wahrend der Versuchs- 
dauer im Bereiche von p, = 5,5 bis p, = 9 bestandig. 
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Experimenteller Teil. 


I. Ausgangsmaterial. 

Als Ausgangsmaterial benutzten wir 10 Tage lang mit 
Tetanusbakterien bewachsene Kulturlésungen; nach dieser Zeit- 
dauer hat die Tetanusspasminbildung ihren Héhepunkt erreicht, 
wihrend das nebenher gebildete Tetanuslysin schon wieder teil- 
weise zerst6rt ist. Um fiir die Versuche gréBere Mengen konstant 
zusammengesetztes Material mit gleichbleibendem Toxin- und 
Toxoidgehalt zu besitzen, ferner um uns die bei Verwendung von 
Kulturfliissigkeit notwendige, dauernde Toxinkontrolle bzw. Neu- 
auswertung zu ersparen und schlieBlich, um das Tetanusspasmin 
von Begleitstoffen zu befreien, die seine Adsorption aus dem 
, Bouillontoxin“ sehr erschweren, haben wir das Aggregat ,,KiweiB- 
stoffe-Toxin durch Ganzsaéttigung der Kulturfliissigkeit mit 
Ammoniumsulfat ausgefallt. Diese Art der Darstellung von Trocken- 
gift gibt das giinstigste Resultat im Hinblick auf Ausbeute, An- 
reicherung und Adsorbierbarkeit. Wie aus dem angefiihrten Bei- 
spiel hervorgeht, wird das Toxin auf diese Art fast quantitativ 
gewonnen und gleichzeitig auf das rund 6fache angereichert. 
Ein gewisser Nachteil des Verfahrens liegt darin, da8 die Ver- 
unreinigung des Trockentoxins mit Ammoniumsulfat eine Bestim- 
mung des Stickstoffgehaltes unméglich macht. Die Beseitigung des 
Fallungsmittels haben wir unterlassen, da es die Adsorption nicht 
stért und seine Entfernung durch Dialyse, Eindampfen des 
Dialysatorinhaltes oder Ausfillen mit Alkohol groBen Toxin- 
verlust verursacht. 

Andere Fallungsmittel zur Gewinnung von Trockengift sind 
weniger geeignet: z. B. werden die Toxinausbeute und der Rein- 
heitsgrad merklich schlechter, wenn man das Spasmin mit 
Alkohol ausfallt. 

Wir verarbeiteten die Kulturfliissigkeit méglichst gleich nach 
dem Unterbrechen des Wachstums, ohne vorher Bakterien und 
Sporen durch Filtration der Kulturfliissigkeit durch Berkefeld- 
kerzen zu beseitigen.?) 

Die uns zur Verfiigung stehenden ,,Bouillontoxine‘*) be- 





1) Das Keimfrei-filtrieren der Kulturfliissigkeit verursacht einen Toxin- 
verlust, der sehr verschieden groB sein kann. 

2) Ein Teil des benutzten ,,Bouillontoxins‘‘ verdanken wir der Serum- 
abteilung der I. G. Farbenindustrie, A.-G., Werk Hochst a. M. Ihrem Leiter, 
Herrn Prof. R. Biehling, sagen wir fiir sein freundliches Entgegenkommen 


unseren aufrichtigen Dank. 
16* 
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saBen nur schwach himolytische Wirkung; das Lysin wurde zum 
groBen Teil wihrend der Fallung zerstért. Wir befaBten uns noch 
nicht eingehender mit der 'T'rennung des T’etanuslysins vom Tetanus- 
spasmin; wie Vorversuche zeigten, ist dies médglich. 

An folgendem Beispiel wird die Darstellung von ,,Trocken- 
toxin®’ etwas ausfiihrlicher beschrieben. Die dabei verarbeitete 
Kulturfliissigkeit gab nachstehende analytische Daten, Farb- und 
Fallungsreaktionen: 1. Lysingehalt: 1 bzw. 0,65 ccm der Aus- 
gangstoxinlésung, 1 ccm 5°/gige Blutkérperchensuspension, t=386°, 
2 Stunden; Ergebnis: fast komplett bzw. null. 2. Spasmingehalt: 
1/99 ccm tdteten 14—16 g schwere, weiBe Mause bis zum 4. Tag. 
3. po = 7,6. 4. 5cem enthielten 0,3050g Trockensubstanz. 
5. leem einer 1°/jigen Toxinlésung gab eine positive Biuret-, 
Millon-, Tryptophan- und Ninhydrinreaktion; die Molischprobe 
war negativ. Auf Zusatz von Uranylacetat, Pikrinséiure, Queck- 
silberchlorid und Phosphorwolframsiure schieden sich Nieder- 
schlage ab. 


20 Liter Kulturfliissigkeit verteilen wir auf 20 11/,-Liter-Stutzen, die auf 
mehreren Lagen Filtrierpapier stehen.1) Wir geben ungefahr die Halfte der zur 
Ganzsittigung benédtigten Menge fein gepulvertes Ammoniumsulfat in jeden 
Stutzen und riihren dann so lange kraftig um, bis die zuerst auftretende Trii- 
bung in eine grobflockige Ausscheidung iibergeht. Wenn man den Inhalt 
des 20. Stutzens so behandelt hat, dann kann man den sich mittlerweile ge- 
bildeten ,,Rahm‘‘ — beginnend beim 1. GefiB — mit einem breiten Spatel 
verlustlos abheben. Man lit die an der Ausscheidung haftende Mutterlauge 
moéglichst abtropfen und bringt die Ausfaillung in einen 5 Liter-Stutzen mit 
AusguB. Nun gibt man erneut reichlich Ammoniumsulfat in die Giftlésung, so 
daB nach kraftigem Verriihren sich noch geniigend festes Salz am Boden des 
GefaiBes sammelt. Der sich erneut bildende Rahm, der von hellerer Farbe 
ist als der erste, laBt sich etwas schwieriger restlos gewinnen, da er nicht so 
, fest’ ist wie der erste. Die Farbe der Kulturfliissigkeit hellt sich, in dem 
MaBe wie die Aussalzung der Inhaltsstoffe fortschreitet, stark auf; am Ende 
zeigt der Stutzeninhalt eine schwach hellgelbe Farbe. Um uns von der voll- 
stindigen Ausfallung zu tiberzeugen, verriihren wir die Lésung noch einmal lan- 
gere Zeit mit festem Ammoniumsulfat und warten, bis die oft noch auftretende 
diinne ,, Haut“ sich abheben la8t. Die Ausfallungen werden in 3 Liter 0,85°/,iger 
NaCl-Lésung gelést (geringer Riickstand) und die triibe Fliissigkeit zur Entfer- 
nung der Bakterien und Sporen 30 Minuten bei 5000 Umdrehungen zentrifugiert. 
Die rotbraune Lésung wird vorsichtig von einem gréBeren Bodensatz ab- 
gegossen und mit dem gleichen Volumen Kochsalzlésung verdiinnt. Nach- 
dem die Toxinlésung literweise verteilt ist, fallen wir das ,,Gift‘‘ durch frak- 
tionierten Ammoniumsulfatzusatz in zwei Portionen wieder aus. Die Aus- 


1) Die Verarbeitung von bakterien- und sporenhaltigen Kulturfliissig- 
keiten mu mit besonderer Vorsicht geschehen. Um die Beschmutzung von 
Holztischen zu vermeiden, stellt man die GefaBe auf Filtrierpapier. 
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fallung lésen wir erneut in 3 Liter Kochsalzlésung, zentrifugieren die opales- 
zierende Fliissigkeit 30 Minuten bei 5000 Umdrehungen, verdiinnen sie, nach 
dem AbgieBen von einem nur noch geringen Bodensatz, mit 3 Liter Kochsalz- 
lésung und fallen wie beschrieben das Gift wieder aus. Nach unserer Erfahrung 
geniigt eine zweimalige Ausfaillung, um ein von Bakterien und Sporen prak- 
tisch freies Trockentoxin zu erhalten. Die Ausfillungen werden méglichst 
von anhaftender Mutterlauge befreit und auf ungefaihr acht groBe Tonteller 
verteilt. Die Ausfaillung wird nicht auf dem Teller verstrichen, sondern nur 
leicht angepreBt, um sie nach dem Trocknen méglichst verlustlos abheben 
zu kénnen. Die Tonteller bringen wir in groBe, braune Exsiccatoren iiber 
P,O, und evakuieren um so stirker, je trockener die Masse wird. Das Evaku- 
ieren muB mit einiger Vorsicht geschehen, da die Masse sich stark aufblaht. 
Das P,O, wird im Laufe des Trocknens mehrmals erneuert; damit erreichen 
wir, daB die Ausfaillung innerhalb von 24 Stunden trocken ist. Wir belassen die 
schaumige Masse noch einen weiteren Tag im Hochvakuum, worauf sie sich 
ziemlich verlustlos vom Tonteller abheben léBt. Geringe am Teller fest- 
haftende Reste werden nicht gewonnen, um das Gift nicht mit Tonteilchen 
zu verunreinigen. SchlieBlich zerkleinern wir das Trockenprodukt staubfein 
in einer Kugelmiihle; es stellt dann ein hellbraunes Pulver von guter Wasser- 
léslichkeit dar. Das Trockentoxin wird in Flaschen im braunen Exsiccator 
iiber P,O,, das oft ersetzt wird, aufbewahrt. Ausbeute rund 150 g. 


Analytische Werte des Trockengiftes. 

1. Lysingehalt: 1 bzw. 0,25 ccm einer 1°/,igen Toxinlésung, 1 ccm 
5°/,ige Blutkérperchensuspension, ¢ = 36°, 2 Stunden, Ergebnis: wenig bzw. 
null. 2. Spasmingehalt: 1/660000 tétet weiBe MauBe von 14—16 g bis zum 
4. Tag (zwischen dem 2. und 4. Tag); der Gesamttoxingehalt betrug somit 
99000000 Te.E. Toxinausbeute 89°/,. 3. Anreicherung: 5 ccm Bouillontoxin 
gaben 0,3050 g Abdampfriickstand; 20 Liter enthielten somit rund 1220 g 
Trockensubstanz. Toxinwert 108823. Toxinwert des Trockentoxins 660000; 
das Spasmin liegt in ihm also rund 6 mal so rein vor als in der Kulturfliissig- 
keit. 4. Reaktionen: 2 ccm einer 0,1°/,igen Toxinlésung zeigten eine positive 
Biuret-, Millon-, Tryptophan- und Ninhydrinreaktion. Uranylacetat, Pikrin- 
saure, Quecksilberchlorid und Phosphorwolframsaure fallten Niederschlage aus. 
0,4—0,05°/,ige Toxinlésungen besaBen ein py von 5,8—6. 


II. Dialyse tetanustoxinhaltiger Losungen. 
Die Dialyse von Toxinlésungen wurde in zahlreichen Arbeiten 
behandelt. Trotzdem herrscht iiber das Diffusionsverhalten der 
Toxine noch keine vollige Klarheit. Die widersprechenden Er- 
gebnisse werden wohl zum Teil von den verschiedenartigen und selbst 
bei ein und demselben Membranmaterial nicht gleichwertigen 
Dialysatoren herriihren, die bei den Dialysen benutzt wurden. 
Im allgemeinen neigt man zur Ansicht, daB die Toxine langsam 
durch pflanzliche und tierische Membran ins umgebende Wasser 
austreten. 
Das Verhalten der Toxine bei der Dialyse wurde seither fast 
ausschlieBlich unter Verwendung von ,,Bouillontoxin™ gepriift. 
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Quantitative Angaben wtiber Toxinabnahme reinerer Tetanus- 
spasminlésungen bei der Dialyse liegen unseres Wissens nicht 
vor. Wir untersuchten deshalb, ob Tetanusspasmin durch pflanz- 
liche und tierische Membran ins AuSenwasser hindurchtritt und 
inwieweit bei der Dialyse die Reinheit der Loésungen auf die 
Toxinabnahme Einflu8 hat. 


Als Dialysatoren verwandten wir Pergamentpapier!) und so- 
genannte Fischblasen. Die ersteren eigneten sich nicht fiir die 
Dialyse von Elutionen, da die dabei erhaltenen Abdampfriick- 
stiinde eine deutliche Molischreaktion zeigten.?) 

Da kleinste Mengen Tetanusspasmin durch typische Er- 
scheinungen an der Maus nachgewiesen werden k6énnen, ist dieses 
Gift zum Studium des Diffusionsverhaltens besonders geeignet. 
Wir haben in zahlreichen Versuchen unter Verwendung von 
,Bouillontoxin’, Trockentoxinlédsungen und Elutionen nach 
Spasmin im AuBenwasser gefahndet, aber es in keinem einzigen 
Falle darin nachweisen kénnen (vgl. Tabb. 1 und 2). Daraus 
geht hervor, daB Tetanustoxin innerhalb von 6 Tagen weder 
durch Pergamentpapier obiger Herkunft, noch durch tierische 
Membran ins umgebende Wasser austritt. 


Obgleich also durch Diffusion kein Toxin verloren geht, ist 
die Toxinabnahme bei der Dialyse gro: sie erweist sich geringer 
bei Bouillontoxin, gréBer bei reineren Toxinlésungen (vgl. Tabb. 1 
und 2). Ein Teil des Verlustes entsteht infolge einer Adsorption 
des Spasmins an die Blasenwand des Dialysators. Es gelang 
namlich, durch Behandeln der Fischblase mit sehr verdiinntem 
Ammoniak, bis zu 19°/, des in Verlust geratenen Toxins wieder 
zu gewinnen®) (vgl. Tab. 1). 

Der Toxinverlust bei Dialysen von ,,Bouillontoxin“ aus Per- 
gamenthiilsen halt sich in den Grenzen, die in Tab. 2 fiir Dialysen 
aus Fischblasen angegeben sind. Auch bei diesen Versuchen war 
das AuBenwasser vollig frei von Toxin, denn es rief bei der Maus 
keine tetanischen Erscheinungen hervor. 

Zur [irklarung der groBen Toxinabnahme bei der Dialyse 
reinerer Toxinlésungen wird man vor allem noch eine irreversible 
Zerstérung des Spasmins in Betracht ziehen miissen. Die In- 





1) Die Pergamenthiilsen bezogen wir vom ,,Annawerk*“‘ Oeslau bei Coburg. 
*) Durch Blindversuche wurde festgestellt, daB dem Pergamentpapier 

durch Wasser Stoffe entzogen werden, die eine positive Molischreaktion gaben. 
5) Gleiche Feststellungen machten wir auch beim Diphtherietoxin. 
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Tabelle 1. 


0,4000 g Trockentoxin werden in 200ccm 0,85°/,iger NaCl-Lésung gelést; 
je 50ccm dialysierten wir aus Fischblasen unter Toluol bei ungefaéhr 18° 
gegen 1 Liter steriles destilliertes Wasser, das mit Toluol iiberdeckt war. 
Zur Priifung des Dialysatorinhaltes fiillten wir diesen mit Waschwasser der 
Blase auf 200 ccm auf. Nach dreimaligem Ausspiilen des Dialysators wurde 
er mit 50 ccm n/100-NH, 30 Minuten behandelt und die Elution auf 100 ccm 
aufgefiillt. Das AuBenwasser priiften wir taglich und zwar je 1 cem davon bei 
6 Mausen. Der Rest der Ausgangslésung diente als Kontrolle. 
































s Blaseninhalt = + ; 
Dialysendauer| — , 4 2 vaeis - © 
in iS yr Tédliche | - 22 2 3s on 2 
ee | : = © aa a 
Tagen Sp <a Dosis | Te. E. = 2 z iS} al & ~ 
=< in ccm S a) 
2 66000 | 0,0045+3 |} 44000 | 33 0 3400 15 
Kontrolle 2 66000 | 0,003 +4 66000 0 
41) | 66000 | 0,01 +3) 20000 | 69 0 7500 19 
Kontrolle 4 66000 | 0,0035 +4 | 57000 8,6 
61) | 66000 | 0,1 +4; 2000] 96 0 5000 s 
Kontrolle 6 66000 | 0,004 +4) 50000 | 25 





Tabelle 2. 


Je 50 ccm ,,Bouillontoxin’’ wurden aus Fischblasen unter Toluol gegen 
steriles destilliertes Wasser, das von Toluol bedeckt war, dialysiert. ¢=18—20°. 
Das AuBenwasser priiften wir taglich und zwar je 1 ccm davon an 6 Mausen. 





























Dialysen- Te. E. - Gehalt 
dauer Blaseninhalt _ | Verlust 4 a , 
peta | Vol. ccm em | Tédl. Dosis Te. E. in °/o | AuBenwassers 

20 65 | 1/4500 +3 260000 5,5 0 
48 70 | 1/3250 + 4 227 500 17,0 0 
72 72 | 1/3000+ 4 216000 21,5 0 
96 75 | 1/2500+ 3 185000 33,0 0 





aktivierung kann erklart werden durch eine Anderung des Lésungs- 
zustandes des Spasmins infolge der Entfernung von Klektrolyten 
bei Abwesenheit geniigender Mengen schiitzender Begleitstoffe. — 
Wir setzen dabei voraus, daB der Kolloidzustand des ‘T'oxins von 
wesentlicher Bedeutung fiir die Erhaltung der toxischen und anti- 
genen Wirksamkeit ist. — Im Falle des ,,Bouillontoxins’ hat 
der Salzverlust bei der Dialyse deswegen geringeren Hinflu8 auf 


1) In der Lésung schwebten feine Flocken; nach Kulturversuchen keine 
bakterielle Verunreinigung. 
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die Kolloidnatur des Toxins, weil hier die in groBen Mengen vor- 
handenen LBegleitstoffe sehr wahrscheinlich als Schutzkolloide 
wirken. Beweisend fiir diese Annahme scheint uns die Beob- 
achtung, daB bei der Dialyse von Bouillontoxin keine, dagegen 
bei der von reineren Toxinlésungen eine ziemlich rasch einsetzende 
Ausflockung stattfindet.!) Diese ausgeschiedenen Stoffe gehen beim 
,»,Besalzen** der Suspension nicht mehr in Lésung und sind ohne 


Wirkung. 


Tabelle 38. 


1,0000 g Tetanustoxin léste man in 500 ccm 0,85°/jiger NaCl-Lésung. Je 

50 ccm davon wurden in 4 Fischblasen und 4 Pergamenthiilsen eingemessen, 

mit Toluol iiberschichtet und a) gegen flieBendes destilliertes Wasser, 

b) gegen 5 Liter steriles destilliertes Wasser im Eisschrank dialysiert. Nach 

Abbruch der Dialyse fiillte man den Blaseninhalt mit dem Blasenwasch- 

wasser auf 200 ccm auf. Als Kontrolle diente die restliche Toxinlésung, die 
unter Toluol neben den DialysiergefiBen stand. 
































Dialysendauer Blaseninhalt 
a 10 Angewandte gogo —| Verlust 
Stunden Te. E. ppg Te. E. in °/o 
Fischblase | 
24 18—20 66000 0,0035 + 3 57000 14 
48 18—20 66000 0,004 + 4 40000 39 
72 18—20 66000 0,007 +3 28500 57 
72 + 5 66000 0,0045 + 3 44400 33 
Pergament 
24 18—20 66000 0,003 + 4 66000 0 
48 18—20 66000 0,004 +3 50000 24 
72 18—20 66000 0,01 +4 20000 69 
72 + 5 66000 0,004 + 4 50000 24 
Kontrolle 18—20 66000 0,003 + 4 66000 0 


SchlieBlich kommt bei langer als 3 Tage dauernden Dialysen 
noch der Verlust hinzu, den die Toxinlésung allein durch Stehen 
bei Raumtemperatur erleidet (vgl. Tab. 1). 

Diese Feststellungen gebieten eine Beschrinkung der Zeit- 
dauer bei Dialysen von Elutionen, um den Toxinverlust so gering 
wie moéglich zu halten. Es ist fiir diese Forderung giinstig, dab 
die Adsorbate durch sehr verdiinntes Ammoniak mit ziemlich 
gleichmaBiger Ausbeute zerlegt werden k6nnen. 


1) Die gleichen Beobachtungen machten wir auch beim Diphtherietoxin. 
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III. Adsorption und Elution des Tetanusspasmins. 


1. Adsorption durch Tonerde. 


Schon Vaillard und Vincent?) und spiter auch E. Zunz?) 
stellten fest, da Tetanustoxin durch ,,Tonerdehydrat“ adsor- 
biert wird. Wir untersuchten das Adsorptionsverhalten des Tetanus- 
spasmins gegen die Tonerdepraparate A, B und C, von R. Will- 
stitter und H. Kraut. Unsere Bemiihungen gingen dahin, die 
Bedingungen fiir eine mdglichst auswahlende Adsorption auf- 
zufinden, um sie dann bei der préparativen Arbeit zu verwerten. 

Das Adsorptionsvermégen der Adsorptionsmittel driicken wir 
in Anlehnung an die Bezeichnung der Miinchner Schule durch 
den Adsorptionswert (A.W.) aus. Dieses MaB gibt die Spasmin- 
menge an, die von 1 g des Adsorptionsmittels — unter bestimmten 
Bedingungen — aufgenommen wird. Wir haben auch einige 
Adsorptionskurven ermittelt, indem wir dafiir nach H. Kraut?) 
die A.W. und c-Werte bestimmt haben. (c¢ gibt die Restlésungs- 
konzentration in Spasmineinheiten pro 1 Liter an.) 

















Tabelle 4. 
Angewandte ——_ 
—___________] Einwirkungsdauer Adsorption 
Te. E. Menge Al,0; C, in Minuten in °/, 
in mg 
33000 2,5 10 90 
33000 | 2,5 30 85 
33000 | 2,5 60 92 
33000 | 2,5 120 90 








Einwirkungsdauer des Adsorbens. KE. Zunz?) lieB das 
Adsorbens mit der Kulturfliissigkeit 8—48 Stunden in Berihrung. 
Wie Tab. 4 zeigt, stellt sich das Adsorptionsgleichgewicht auch 
beim Tetanusspasmin, wie tiblich, nach ungefaéhr 10 Minuten ein. 


Reproduzierbarkeit der Versuche. Die angefihrten 
Versuche, die zum Teil in Tabellen zusammengestellt sind, wurden 
so oft wiederholt, bis wir uns von ihrer Reproduzierbarkeit in 
den durch die Bestimmungsmethode des Toxins gegebenen Grenzen 





1) C. r. Soc. Biol. 42, 643 (1890). 
2) Z. Immun. forschg. Org. 19, 326 (1913); L. Jacqué u. E. Zunz, 


Arch. intern. de Physiol. 8, 227 (1909). 


3) Habilitationsschrift, Miinchen 1925. 
4) A. a. O. 





234 Ernst Maschmann, 


iiberzeugt hatten. Die Elutionsergebnisse bestatigten weitgehend 
die Adsorptionsergebnisse. An folgendem Beispiel beschreiben wir 


die Vornahme der Adsorption. 4) 

Beispiel: 0,1000g Tetanustoxin (66000 Te.E) wurden in einem 
200 com-MeBkélbchen in etwa 190 ccm sterilem destilliertem Wasser geldést 
(px = 6) und mit 6 ccm Tonerdesuspension Sorte B (= 6 mg Al,O,)?) unter 
Umschwenken versetzt. Das Volumen fiillte man auf 200 ccm auf. Nach un- 
gefahr 10 Minuten wurde das Adsorbat abgeschleudert und die Restlésung 
vorsichtig davon abgegossen. Sie wurde noch am gleichen Tage an 14—16 ¢ 
schweren Mausen geprift. Wir lassen das Protokoll der Auswertung der Rest- 
lésung folgen (Tab. 5). 



































Tabelle 5. 
Dosen Beobachtungsdauer in Tagen 
in com 1. 2. 3 | 4. 3 
0,100 stark -t- 
0,050 deutlich | z. stark stark “ 
0,040 deutlich | z. stark stark +- 
0,030 leicht deutlich | deutlich | z. stark stark + 
0,025 Spur leicht leicht (| deutlich | z. stark | z. stark 
0,020 Spur Spur leicht | leicht deutlich | deutlich 








Auswertung: Restlésung: tédl. Dosis : 0,04 com; Gehalt 5000 Te.E. 
Adsorbiert wurden demnach 61000 Te. E. oder 92°/,. A.W. 10166000. 









































Tabelle 6. 

rn Angewandt | Restlésung hlniestion 

sdl. a 
vom | Te.E. | mg Al,0, | Vol. ccm | oe | aa 

26. 9. 27 | 66000 |6 (Sorte B)} 200 0,03 +5 4000 90 
11. 12. 27 | 66000 - 200 0,02 +, 10000 85 
3. 1. 28 | 66000 - 200 0,04 +, 5000 92 
29. 1. 28 | 66000 - 200 0,03 +4 6600 90 
29. 1. 28 | 66000 - 200 0,03 +, 6600 90 
5. 2. 28 | 66000 “” 200 0,03 +-5 6600 90 
10. 2. 28 | 66000 - 200 0,04 +, 5000 92 
15. 2. 28 | 66000 .” 200 0,02 +, 10000 85 
16. 2. 28 | 66000 # 200 0,04 +, | 5000 92 
25. 3. 28 | 66000 "i 200 0,02 +, | 10000 85 
26. 3. 28 | 66000 * 200 0,04 +-, 5000 92 
3. 4. 28 | 66000 ” 200 0,03 +4 6600 90 
20. 4. 28 | 66000 ” 200 | 0,02 +, 10000 85 
21. 4. 28 | 33000 |3 (Sorte B} 100 0,04+4, 2500 92 
21. 4. 28 | 33000 | am 100 | 0,03 +, 3300 90 


-~ 


1) Alle benutzten Glasgerite und Lésungsmittel waren steril. Die 
Tonerdepraparate wurden soweit wie mdglich unter aseptischen Kautelen 
dargestellt. 

2) Vor Gebrauch wird die Tonerdesuspension, die mit Glasperlen ver- 
setzt ist, ungefahr 20 Minuten kraftig auf der Maschine geschiittelt. 


( 








ie 
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Die Tab. 6 zeigt Ergebnisse von Adsorptionsversuchen, die zu 
verschiedenen Zeiten ausgefiihrt wurden und die besagen, daB 
die Reproduzierbarkeit befriedigend gewahrleistet ist. 


Adsorption mit verschiedenen Mengen Tonerde. 


Die folgenden Beispiele dienten zur Bestimmung der A.W. 
und c-Werte, mit denen die Adsorptionskurven fiir die Tonerde- 
priparate A, B und C, festgelegt wurden. Die Werte erhielten wir, 
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Fig. 1. 
A.W.-c-Kurven. 
Praparat A — — — Praparat Cy . Praparat B 


indem bei konstanter Anfangskonzentration und gleichem pu = 6 
durch Zusatz fallender Adsorbensmengen verschiedene Rest- 
lésungskonzentrationen eingestellt wurden. Aus dem Verlauf der 
Kurven 1, 2 und 8 in Fig.1 geht hervor, daB das Spasmin 
gegeniiber den Begleitstoffen in bevorzugter Konzentration vor- 
liegt und die Adsorption des Tetanustoxins somit gleichzeitig 
eine Reinigung zur Folge hat. 


Beispiel 1: Je 200 ccm Toxinlésung (66000 Te.E.) behandelte man 
10 Minuten mit a) 10, b) 7,5, c) 5, d) 2 mg Al,O, (Sorte A). Die tédliche 
Dosis der Restlésung war: a) 0,4, b) 0,2, c) 0,02, d) 0,04 ccm; entsprechend 
einer Adsorption von a) 65500, b) 64000, c) 56000, d) 16000 Te. E. A.W. fiir 
a) 6550000, b) 8533000, c) 11200000, d) 8000000. 

Beispiel 2: Je 200 ccm Toxinlésung (66000 Te.E.) wurden mit a) 10, 
b) 7,5, c) 6, d) 5, e) 3,5, f) 2,6 mg Al,O, (Sorte B) behandelt. Tédliche Dosis 
der Restlésungen a) 0,5, b) 0,1, c) 0,04, d) 0,025, e) 0,01, f) 0,005 ccm. 
Adsorbiert wurden a) 65500, b) 64000, c) 61000, d) 58000, e) 46000, f) 
26000 Te.E. A.W. fiir a) 6560000, b) 8533000, c) 10400000, d) 11600000, 
e) 18142000, f) 10400000. 

Beispiel 3: Je 200 ccm Toxinlésung (66000 Te. E.) schiittelte man mit 
a) 10, b) 7,5, c) 5, d) 3,5, e) 2,5 mg Al,O, (Sorte C,). Tédliche Dosis der 
Restlésungen: a 0,4, b) 0,1, c) 0,03, d) 0,01, e) 0,004ccm. Demnach 
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wurden absorbiert: a) 65500, b) 64000, c) 59300, d) 46000, e) 16000 Te.E. 
A.W. a) 6550000, b) 8550000, c) 11860000, d) 13142000, e) 6400000. 


Adsorption bel verschiedener Konzentration. 


Ob und in welcher Richtung eine Anderung der Anfangs- 
konzentration die Adsorption einer Substanz beeinfluBt, hangt 
weitgehend von der Art und Menge der begleitenden Stoffe ab. 
In unserem Falle ist, wie Tab. 7 zeigt, der EinfluB der Anfangs- 
konzentration auf den Adsorptionswert innerhalb der gewahlten 
Verdiinnungen sehr gering. Das Tetanusspasmin liegt danach in 
(),4—0,05°/,igen Trockentoxinlésungen gegeniiber den Begleitstoffen 
in so giinstiger Konzentration vor, da8 eine Anderung innerhalb 
dieser Verdiinnungen keinen Einfluf auf den A.W. auszuiben 


vermag. 








Tabelle 7. 




















Angewandt Vol. Restlésung Adsor- 
ialaleeeiiiaaiiar thi sad in [| maga ye Sey bierte A.W 
| Tédl. Dosis | m a ‘ 
Te.E. | mg Al,O, | com] |“ in’com | Te | Te.E. 
66000 | 5 (Sorte C,)] 25] 50) 0,005 +, ' 10000 | 56000 | 11200000 
66000 | a 251200 0,02+, | 10000 | 56000 | 11200000 
66000 o 100 | 100 | 0,01+, | 10000 | 56000 | 11200000 
66000 si 100 | 200 | 0,02+, | 10000 | 56000 | 11200000 
66000 a 200 | 200 0,03+, | 6700 | 59300 | 11800000 
66000 | 5 (Sorte B) } 25] 50); 0,005-+, | 10000 | 56000 | 11200000 
66000 ‘i 100 | 200 | 0,025+, | 8000 | 58000 | 11600000 








Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die Adsorption. 


Die Adsorption des Tetanusspasmins ist, wie die Tab. 8 be- 
legt, von der Konzentration der Wasserstoffionen weitgehend ab- 
hingig. Aus schwach saurer Trockentoxinlésung wird das Toxin 


Tabelle 8. 
Angewandt je 66000 Te. E. in 200 cem; Adsorbensmenge 6 mg Al,O, (Sorte B). 


























: Restlésung ; 
Absorbiert siiannsonsinastgymecteieeninter amen Adsorption , 
— : A.W. 
bei px Tédliche Dosis Te.E in 9, 
in ccm esi 
3,5 0,0035 57000 14 1500000 
4,5 0,005 40000 40 4330000 
5,0 0,0085 23500 64 7083000 
6,0 0,04 | 5000 92 10 167000 
7,5 0,01 20000 70 7667000 
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durch Tonerde, wie die Toxinwerte zeigen, reichlicher und auch 
auswéhlender adsorbiert als aus schwach alkalischer. Die Ver- 
suche fihrten wir bei wechselndem pu aus, wobei die Adsorbens- 
menge und die Toxinkonzentration konstant gehalten wurden. 
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Fig. 2. 
A.W.-p,;-Kurve fiir Priparat B. 


2. Elution des Spasmins aus dem Tonerdeadsorbat. 


Tonerde- und Kaolinadsorbate geben an destilliertes Wasser 
und auch an 0,85°/jige NaCl-Lésung geringe Mengen Toxin 
ab. Wir untersuchten deshalb, ob sich bei der Adsorption 
des Spasmins ein reversibles Gleichgewicht einstellt oder nicht. 
Der giinstige Umstand, kleinste Spasminmengen an der Maus gut 
nachweisen zu kénnen, kam uns dabei zu Hilfe. H. Kraut und 
kk. Wenzel?) konnten zeigen, daB noch im 10. Waschwasser eines 
aus gereinigter Invertinlédsung gewonnenen ‘T'onerdeadsorbates 
fast die gleiche Menge Invertin enthalten war, wie in den vorher- 
gehenden. Beim Tetanustoxin stellten wir fest, daB in allen 
6 Waschwassern (weiter setzten wir den WaschprozeB nicht fort) 
eines Tonerdeadsorbates aus Trockentoxinlésung ziemlich gleiche 
Spasminmengen vorlagen. Daraus geht hervor, daB sich bei der 
Adsorption des Tetanustoxins ein reversibles Gleichgewicht einstellt. 


1) Diese Z. 142, 71 und zwar 8. 91 (1925). 
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Das 6mal gewaschene Adsorbat lieB sich mit 0,05°/sigem Ammoniak 
eluieren. Dem Toxinwert nach lag das Spasmin in der dialysierten Ammoniak.- 
elution 138 mal reiner vor als in der Ausgangskulturfliissigkeit. 

Beispiel. Das mit 6 mg Tonerde (Sorte B) dargestellte Adsorbat wurde 
zweimal im Zentrifugenglas mit je 30 ccm 0,85°/,iger NaCl-Lésung gewaschen. 
Dann verriihrten wir das Adsorbat 10 Minuten lang mit 30 ccm physiologischer 
Kochsalzlésung und schleuderten es darauf ab. Das Waschwasser wurde auf 
100 ccm verdiinnt. Das Adsorbat behandelten wir noch dreimal in gleicher 
Weise. 

Das Adsorbat eluierten wir zweimal im Zentrifugenglas mit je 5 ccm 
0,05°/,igem Ammoniak und fiillten die vereinigten Elutionen auf 200 ccm 
auf. 197 ccm davon wurden 24 Stunden lang aus einer Fischblase u. T. gegen 
flieBendes, destilliertes Wasser dialysiert. Dialysatorinhalt 200 cem. Abdampf- 
riickstand von 199 ccm 0,0028 g. 

Das Auswertungsprotokoll der Restlésung, Waschwasser, Elution 
und dialysierten Elution findet sich in Tab. 9. 


Die Zerlegung der Tonerdeadsorbate gelingt — wie die Bei- 
spiele 6 und 7 zeigen, und Tab. 11 belegt — leicht mit 22/,-basischer 
Ammonphosphatlésung?); die Toxinausbeute ist regelmaBig und 
betrégt zwischen 80 und 90°/,. Geringere Ausbeute an Spasmin 
erhaélt man mit Diammonphosphatlésung, und zwar zwischen 70 
und 80°/, (Beispiel 4 und 5), schlechte — trotz Verlingerung der 
Klutionsdauer um das 4 fache — mit prim. Ammonphosphatlésung 
(ungefahr 13°/, nach Beispiel 1). Wie Beispiel 2 zeigt, gelingt es 
mit einem Acetatgemisch vom px des primaren Phosphates nicht, 
mehr als 1°/, Toxin abzulésen. Diese Menge entspricht ungefahr 
der, die man auch durch Verriihren des Adsorbates mit Wasser 
erhalt. 

Als giinstig erwies sich nach Beispiel 8 und 4 eine zweimalige 
Behandlung des Adsorbates mit dem Eluens und zwar ungefahr 
20 bzw. 40 Minuten lang. 


Auswertung: Adsorbiert wurden 59400 Te.E. (Restlésung: tédliche 
Dosis 0,03 com; Gehalt 6700 Te. E.). Im 3.—6. Waschwasser waren je 400 Te. E. 
(tédliche Dosis 0,25 cem; Vol. 100 cem). Es wurden 50000 Te. E. eluiert oder 
84°/, des adsorbierten Toxins (Elution: tédliche Dosis 0,004 ccm; Vol. 200 ccm). 
Der Dialysatorinhalt enthielt noch 44400 Te. E., das sind 90°/, des eingesetzten 
Giftes (tédliche Dosis 0,0045 ccm; Vol. 200 ccm). Abdampfriickstand von 
199 ccm Dialysatorinhalt 0,0028 ccm. Toxinwert rund 16000000. Das Spasmin 
lag in der dialysierten Elution demnach 23 bzw. 188mal so rein vor wie im 
Trockentoxin bzw. in der Ausgangskulturfliissigkeit. 

Beispiel 1: Das Adsorbat, aus 200 ccm Toxinlésung (66000 Te. FE.) 
mit 6 mg Al,O, B dargestellt, enthielt 61000 Te.E. (Restlésung: tédliche Dosis 





1) Nach R.Willstatter u. E.Waldschmidt-Leitz, diese Z. 125, 132 
und zwar 8. 170 (1923), jedoch ohne Glycerin, 
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Gepriifte 

Dosen Siinigpeciatiiathe 

in ccm 1. 
Restlésung 

0,05 deutlich 

0,04 deutlich 

0,03 deutlich 

0,025 leicht 

0,02 leicht 
3. Wasch- 

wasser 

1,0 + 

0,5 stark 

0,25 stark 

0,1 deutlich 
4. Wasch 

wasser 

1,0 + 

0,5 deutlich 

0,25 stark 

0,1 leicht 
5. Wasch- 

wasser 

1,0 agonal 

0,5 stark 

0,25 z. stark 

0,1 deutlich 
6. Wasch- 

wasser 

1,0 stark 

0,5 deutlich 

0,25 deutlich 

0,1 leicht 
Elution 

0,007 z. stark 

0,005 z. stark 

0,004 z. stark 

0,0035 deutlich 

0,003 leicht 

0,0025 leicht 
Dialysierte 

Elution 

0,02 -- 

0,01 stark 

0,007 z. stark 

0,005 deutlich 

0,0045 leicht 

0,004 leicht 

0,0035 leicht 

0,003 ? 





| 
| 
| 
| 














5. 


stark 


z. stark 


stark 


stark 


deutlich 


~4. 
z. stark 


-+- 


stark 


| deutlich 


Tabelle 9. 
Beobachtungsdauer in Tagen 
ee ee 
a — ——— cee as Bs an 

stark - | 
stark + 
z. stark oe 
deutlich | z. stark | z. stark 
leicht | deutlich | deutlich 
| 
| 
| 
ne 
+. | 
deutlich | z. stark stark 
| | 
stark - | 
oe. 
deutlich | z. stark | stark 
| 
= j 
+ 
stark | stark stark 
z. stark stark | stark 
+ | 
z. Stark stark oh 
stark stark -b 
leicht | deutlich | deutlich 
+ 
stark + 
+ | 
deutlich = stark stark 
leicht deutlich | z. stark 
deutlich z. stark | z. stark 
4+ | 
stark + 
| 
deutlich _ stark -+ 
deutlich | z. stark | stark | 
leicht | deutlich | deutlich | 
leicht | deutlich | deutlich 








| deutlich 





-}- 


z. stark 


stark 


stark 


deutlich 


z. stark 


=f 
deutlich 
deutlich 
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0,04 ccm; Gehalt 5000 Te.E.). Das Adsorbat wurde zweimal mit 30 ccm 
physiol. NaCl-Lésung gewaschen und dann mit je 5 ccm 0,5°/jiger prim. 
Ammonphosphatlésung 60 bzw. 180 Minuten lang eluiert. Vor dem jeweiligen 
Abschleudern der Tonerde wurde mit 30 ccm Wasser verdiinnt, um die Elution 
méglichst restlos zu gewinnen. Die zusammengegebenen Elutionen wurden 
auf 200ccm aufgefillt. Tédliche Dosisder Elution 0,025cem; Gehalt 8000 Te. E. 
oder 13°/, des adsorbierten Toxins. 

Beispiel 2: Das Adsorbat wie in 1 dargestellt, enthielt 59400 Te.E. 
(Restlésung: tédliche Dosis 0,03 ccm; Gehalt 6600 Te.E.). Nach zweimaligem 
Waschen wurde das Adsorbat mit je 10 ccm Acetatpuffer (pq = 5) 60 bzw. 
180 Minuten behandelt. Die auf 200 ccm aufgefiillte Elution enthielt 800 Te. E. 
(tédliche Dosis 0,25 cem) oder etwas mehr als 1°/, des adsorbierten Toxins. 

Beispiel 3: (Einmalige Elution mit Diammonphosphat.) Das Adsorbat, 
aus 200 ccm Toxinlésung (66000 Te. E.) mit 6 mg Tonerde B dargestellt, ent- 
hielt 58000 Te. E. (Restlésung: tédliche Dosis 0,025 cem; Gehalt 8000 Te.E.). 
Nach zweimaligem Waschen wurde das Adsorbat mit 10 cem 0,5°/j,iger Di- 
ammonphosphatlésung 30 Minuten eluiert. Vol. der Elution 100 ccm; téd- 
liche Dosis 0,003 cem; Gehalt 33300 Te. E. oder 57°/, des adsorbierten Toxins. 

Beispiel 4: (Zweimalige Elution.) Das gewonnene Adsorbat enthielt 
58000 Te.E. Es wurde mit je 5ccm Diammonphosphatlésung 20 bzw. 
40 Minuten lang eluiert. Jede Elution wurde getrennt auf 100 ccm aufgefiillt. 
Tédliche Dosis der 1. Elution 0,003 ccm; Gehalt 33300 Te.E. Tédliche Dosis 
der 2. Elution 0,01 com; Gehalt 10000 Te. E. Elutionsausbeute insgesamt 74°/). 

Beispiel 5: Das Adsorbat, aus 200 ccm Toxinlésung mit 6 mg Ton- 
erde B dargestellt, enthielt 59400 Te. E. (Restlésung: tédliche Dosis 0,03 ccm; 
(Gehalt 6600 Te.E.) Eluiert wurde mit je 5 cem Diammonphosphatlésung 
20 bzw. 40 Minuten lang. Die vereinigten, Elutionen wurden auf 200 ccm auf- 
gefiillt. Tédliche Dosis 0,0045 ccm; Gehalt 44400 Te. E. oder ungefahr 77°/). 

Beispiel 6: Das Adsorbat enthielt 58000 Te.E. Nach zweimaligem 
Waschen eluierte man es mit je 5 ccm 2?/, Ammonphosphatlésung wahrend 
20 bzw. 40 Minuten. Die vereinigten Elutionen wurden auf 200 ccm aufgefiillt. 
Tédliche Dosis 0,004 com; Gehalt 50000 Te. E oder 86°/). 


Aus der Phosphatelution la8t sich die Phosphorséure mit 
Magnesiamixtur ausfillen, wobei ein Toxinverlust bis zu 10°/, 
eintreten kann. Das Ammoniak geben wir in dem MaBe, wie es 
verbraucht wird, zur Elution; zum SchluB setzen wir noch einen 
kleinen AmmoniakiiberschuB hinzu, so daB das px der Lésung un- 


gefihr 9 betragt. 

Beispiel 7: Ausfaillung der Phosphorsiure. Das Tonerdeadsorbat 
(Sorte B) enthielt 59400 Te.E. Es wurde zweimal mit je 25 com Wasser ge- 
waschen und dann mit 10 bzw. 5 ccm 22/, bas.-Ammonphosphatlésung 20 bzw. 
40 Minuten behandelt. Vor dem jeweiligen Abschleudern der Tonerde setzten 
wir 20 ccm Wasser hinzu. Die vereinigten Elutionen wurden auf 200 ccm auf- 
gefiillt. Zur Toxinbestimmung entnahmen wir 1 ccm. 199 ccm Elution ver- 
setzten wir mit 2,5 cem Magnesiamixtur nach Schmitz und dann vorsichtig 
mit 1,2 cem n-Ammoniak. Nach 20 Minuten wurde der krystallinische Nieder- 
schlag iiber einem harten Filter scharf abgesaugt. Vol. des Filtrats 201 ccm. 
Nach Entnahme von 1 cem zur Toxizititspriifung dialysierten wir 200 ccm 


ne ee 





ee ee 


n 


‘ Vv“ 
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aus einer Fischblase unter Toluol wihrend 40 Stunden gegen flieBendes destil- 
liertes Wasser. Vol. des Dialysatorinhaltes 210 ccm. 200 ccm davon ent- 
hielten 2,95 mg Trockensubstanz. 


In Tab. 10 geben wir das Auswertungsprotokoll der gewonnenen 
Lésungen wieder. 


Tabelle 10. 








Beobachtungsdauer in Tagen 











Dosen 

in ccm a 3. 3. 4. | 5. 6. 
Restlésung | 

0,04 deutlich | stark + | 

0,03 deutlich | stark as 

0,025 leicht | deutlich | stark | stark + | 

0,02 leicht | leicht | deutlich | deutlich | z stark | z. stark 

0,015 Spur leicht | leicht deutlich | deutlich | deutlich 

Elution | 

0,007 stark + | 

0,005 stark + | | 

0,0045 z. stark | stark stark +. 

0,004 deutlich stark | + | 

0,0035 leicht | deutlich | z. stark | z. stark | -{- 

0,003 leicht | deutlich | deutlich | z. stark | stark 4. 

0,0025 Spur deutlich | deutlich | deutlich | z. stark | z. stark 
Phosphatfreie | | 

Elution | | 

0,007 stark stark | + | 

0,005 stark + 

0,0045 z. stark | stark | + | 

0,004 deutlich | z. stark | stark stark | a 

0,0035 deutlich | z. stark | z. stark | z. stark | + 

0,003 deutlich | deutlich | z. stark | z. stark | z. stark | z. stark 
Dialysator- | 

inhalt 

0,01 stark + | 

0,007 stark 7 | 

0,006 deutlich stark =o 

0,0055 deutlich | stark stark stark | + 

0,005 deutlich | z. stark | stark stark stark | +- 

0,0045 leicht deutlich | z. stark | z. stark | z. stark | z. stark 

0,004 leicht | deutlich | deutlich | z. stark | z. stark -l. 











Auswertung. Restlésung: tédliche Dosis 0,03 com; Gehalt 6600 Te.E.; 
demnach 59400 Te, E. adsorbiert. Elution: tédliche Dosis 0,004 ccm; Gehalt 
50000 Te.E. oder 84°/, der adsorbierten. Phosphatfreie Elution: tédliche 
Dosis 0,0045 cem; Gehalt 44700 Te.E. oder 90°/, der eluierten. Dialysator- 
inhalt: tédliche Dosis 0,006 com; Gehalt 35000 Te.E. oder 78°/, der ein- 
gesetzten, bzw. rund 53°/, des angewandten Toxins. Abdampfriickstand des 
Dialysatorinhaltes 3,1 mg. Toxinwert 11300000; d. h. das Spasmin lag rund 
17 baw. 102 mal reiner vor, als im Trockentoxin bzw. in der Kulturfliissigkeit. 
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In Tab. 11 sind einige weitere Elutionsergebnisse mit 22/, bas. 
Ammonphosphat wiedergegeben. Die mit *) bezeichneten Werte 
wurden nach der Phosphorsaurefallung ermittelt. In diesem Falle 
verfuhren wir so, daB die Elution auf etwa 180 ccm verdiinnt, das 
Phosphation mit Magnesiamixtur-Ammoniak ausgefallt und das 
Filtrat dann auf 200 cem aufgefiillt wurde. 


Tabelle 11. 





























Gehalt des | Angewandte Elution Aetteate 

Adsorbates Tonerde Tédl. Dosis — 

an Te. E. in mg Vol. ccm in pening Te. E. in /o 

pe ———— La ‘ee EE ——— — 

50000 5 Sorte C, 200 0,005 +, 40000 80 
56000 cS» @ 100 0,002 +, 50000 89*) 
58000 6 4 GQ, 100 0,002 +, 50000 86*) 
61000 6 , Cy, 200 0,0035 +, 57000 93 
59000 cw = 200 0,004 +, 50000 84*) 
61000 tc. = 200 0,0035 +, 57000 93 








Die Tonerdeadsorbate werden, wie aus Beispiel 8 und der 
Tab. 12 hervorgeht, auch durch sehr verdiinntes Ammoniak, und 
zwar am besten mit 0,05°/,igem glatt zerlegt. Fiir die praparative 
Verwendung dieses Eluens war es wichtig, daB es bei der Elution 
ziemlich gleichbleibende Resultate lieferte. AuBerdem erhalt man 
aus Ammoniakelutionen Praéparate von hdherem Reinheitsgrad 
als aus Phosphatelutionen: denn einmal fallt der — wenn auch 
geringe — Toxinverlust fort, den Phosphatelutionen bei der Aus- 
fillung der Phosphorséure erleiden, sodann geniigt eine kurz- 
dauernde Dialyse, um aus Ammoniakelutionen die Elektrolyte 
ohne allzu groBen Toxinverlust (etwa 10°/)) zu beseitigen. 


Beispiel 8: Elution mit Ammoniak. Das aus 200 ccm Toxinlésung 
(px = 6) mit 6 mg Al,O, B dargestellte Adsorbat enthielt 61000 Te. E. (Rest- 
lésung: tédliche Dosis 0,04 cem; Gehalt 5000 Te.E.) Nach zweimaligem 
Waschen wurde das Adsorbat mit je 5 ccm 0,05°/,igem Ammoniak 20 bzw. 
40 Minuten lang eluiert. Vor dem Abschleudern der Tonerde wurden jeweils 
20 ccm Wasser hinzugefiigt. Die vereinigten Elutionen filtrierte man durch eine 
diinne Schicht Kieselgur, wusch das Filtrat gut nach und verdiinnte das Filtrat 
auf 200 ccm. Tédliche Dosis der Elution 0,0035 com; Gehalt 57000 Te.E. 
199 ccm Elution wurden aus einer Fischblase unter Toluol wahrend 24 Stunden 
gegen flieBendes destilliertes Wasser dialysiert. Dialysatorinhalt 204 ccm; téd- 
liche Dosis 0,004 ccm; Gehalt 51000Te.E., das sind ungefaéhr 77°/, der an- 
gewandten Toxinmenge. Der Abdampfriickstand von 200 ccm Blaseninhalt 
betrug 2,9 mg. Toxinwert 17580000. Demnach lag das Spasmin in der Elution 
26 bzw. 156 mal reiner vor, als im Trockentoxin bzw. in der Kulturfliissigkeit. 
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Tabelle 12. 








Te. E. Gehalt}| Angewandte Elution 
des Tonerde caapeares _____ | Ausbeute 





Tod]. Dosis | _ 
Adsorbates |" mg | Sorte |V°- em) in —_ | am | 





























a) 100 | a) 0,002 ++, | a) 50000 
65000") | 10 | A | 4) 100 |b) 0,02 +,|b) so00| ®© 
59000 | 6 | G, 100 | 0,002 +,/ 50000] 84 
58000 | 6 | G, 100 | 0,002 +,| 50000| 86 
640007) | 7,5 | B 200 | 0,004 +,|/ 50000] 78 
6000 | 6 | B 200 | 00,0035 +,| 57000] 93 
174000 | 18 | B 300 | 0,0002 +,| 150000] 86 
285000 | 30 | B 200 | 0,00009-+, | 222000] 78 
530000 | 60 | B 200 | 0,00004+, | 500000] 86 





Ebenso leicht wie aus der Trockentoxinlésung wird das Spas- 
min durch Tonerde auch aus der Ammoniakelution nach dem 
Einstellen von px = 6 adsorbiert. Die Ablésung des Giftes vom 
Adsorbat, das aus Ammoniakelutionen gewonnen wird, laBt sich 
ebenfalls mit guter Ausbeute durchfiihren, wie aus folgendem 
Beispiel hervorgeht. 


Beispiel 9: Zweimalige Adsorption durch Tonerde B. Aus einer Toxin- 
lésung (132000 Te. E. enthaltend) wurde mit 12 mg Tonerde B ein Adsorbat 
erzeugt, das 122000 Te.E. enthielt. (Restlésung: tédliche Dosis 0,04 ccm; 
Gehalt 10000 Te.E.) Nach zweimaligem Waschen eluierte man das Adsorbat 
zweimal mit je 10 ccm 0,05°/,igen Ammoniak. Die vereinigten Elutionen 
klarte man durch Kieselgurfiltration und fiillte das Filtrat auf 200 ccm auf. 
Tédliche Dosis 0,002 com + ,; Gehalt 100000 Te.E. 198 com (98000 Te. E. 
enthaltend) versetzte man mit 0,65 ccm n-Essigsiure und behandelte mit 
8 mg Tonerde B. Nach dem Abschleudern des Adsorbates war die tédliche 
Dosis der Restlésung 0,02 ccm +,, entsprechend einem Gehalt von 10320 Te. E. 
Adsorbiert waren demnach 87700 Te.E. Nach einmaligem Waschen wurde 
das Adsorbat mit je 7,5 ccm 0,05°/,igem Ammoniak eluiert. Nach der Klarung 
war die tédliche Dosis der Elution (Vol. 200 ccm) 0,0025 com +,; Gehalt 
80000 Te. E. 

198 ccm der Elution wurden 24 Stunden lang aus einer Fischblase unter 
Toluo] gegen flieBendes destilliertes Wasser dialysiert. Vol. 207 ccm. Tédliche 
Dosis des Dialysatorinhaltes 0,003 ccm +,; Gehalt 69000 Te.E. oder 52°/, vom 
angewandten Toxin. 

200 ccm des Dialysatorinhaltes gaben 3,28 mg Trockenriickstand. Toxin- 
wert 20294000. Daraus berechnet sich, daB das Spasmin rund 31 bzw. 
186fach reiner im Dialysatorinhalt vorlag als im Trockentoxin bzw. in der 
Kulturfliissigkeit. 

1) Die Elutionen wurden getrennt ‘gepriift. 


2) Adsorbat wurde nur einmal eluiert. 
17* 
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8. Adsorption des Spasmins durch Kaolin. 


Als elektronegatives Adsorbens verwandten wir elektro- 
osmotisch gereinigten Kaolin. Schon E. Zunz?*) hat festgestellt, 
daB Tetanustoxin aus der Kulturfliissigkeit durch Kaolin adsor- 
biert wird, ohne jedoch niéhere quantitative Angaben dariiber zu 
machen. 

Wie wir fanden — und wie Fig. 8 deutlich zeigt — ist das 
Adsorptionsvermégen des Kaolins weitgehend von der Anfangs- 
konzentration — sogar innerhalb der von uns gewihlten groBen 
Verdiinnungen — sowie von der Wasserstoffionenkonzentration ab- 
hingig. Der Adsorptionswert des Kaolins steigt stark an, d. h. 
die Adsorption wird auswahlender gestaltet, wenn aus konzen- 
trierter Loésung von der Aciditaét eimer ungefahr n/100-Essigsaure 
adsorbiert wird. Das Spasmin, im Gegensatz zum Diphtherietoxin, 
vertrigt wihrend der Versuchsdauer diese Aciditét ohne meBbare 
Schidigung. So verringert sich die Adsorbensmenge fiir eine un- 
gefihr 90°/,ige Adsorption aus 0,05°/,iger Toxinlésung um die 
Halfte, wenn anstatt bei pp = 6 bei px = 3,8 adsorbiert wird. 
Eine weitere Verminderung der Adsorbensmenge — und zwar 
um mehr als die Halfte — erzielt man bei der Adsorption aus 
einer 0,4°/,igen Lésung vom px = 3,7 (Tab. 13 und 14). 


Adsorption aus 0,05 °/, iger Toxinlésung. 


Beispiel (py = 6): 0,1000 g Trockentoxin, im MeBkélbchen in 200 ccm 
Wasser gelést, wurden mit 0,200g Kaolin wihrend 15 Minuten behandelt. Nach 
dem Abschleudern des Adsorbates enthielt die Restlésung noch 6600 Te. E. 
(tédliche Dosis 0,03 com + 4). Demnach wurden ungefahr 90°/, des Toxins 
adsorbiert. A.W. 297000. 

Beispiel (px = 3,8): 0,1000 g Toxin léste man in ungefihr 190 ccm 
Wasser, fiigte 2 ccm n-Essigsiure hinzu und fiillte auf 200 ccm auf. Diese 
Lésung wurde mit 0,1000 g Kaolin 15 Minuten lang behandelt. Tédliche Dosis 
der Restlésung nach Entfernen des Adsorbates 0,04 ccm +,; Gehalt 6000 Te. E. 
entsprechend einer Adsorption von 92°/, A.W. 610000. 


In Tab. 13 finden sich die Ergebnisse von Adsorptionsversuchen, 
die mit wechselnden Kaolinmengen bei konstantem Volumen 
(0,05°/,iger Lésung) und px = 6 bzw. 3,8 erhalten wurden. Die 
Adsorptionswerte benutzten wir zur Bestimmung der Adsorptions- 
kurven 1 und 2 in Fig. 3. 





B) A. a. O. 
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Tabelle 13. 
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Restlésung 








Adsorbiert 


Angewandt 
Vol. cem ay ? 
; Tédl. Dosis , » in 
g Kaolin in ccm re. E. °/5 
0,100 100 | 6,0] 0,03 +, | 91 
0,080 100 6,0 | 0,02 +, | 85 
0,065 100 6,0} 0,01 +, | | 70 
0,050 100 6,0 | 0,005-+-, | 49 
0,050 100 3,8 | 0,04 +, | 92 
0,035 100 3,8] 0,01 +, | 70 
0,025 100 3,8 | 0,005-+-, 40 
— 

















3.—+—- 





Fig. 3. 
A.W.-c-Kurven fiir Kaolin. 
aus 0,05% iger Lésung bei py = 6. 
2. — — — aus 0,05°/,iger Lésung bei py, = 3,8. 


aus 0,40°/,iger Lésung bei py, = 3,8. 


Adsorption aus 0,4°/,iger Toxinlésung. 


Die Adsorptionsversuche aus 0,4°/,iger Toxinlésung haben wir 
in Tab. 14 zusammengestellt. Sie sind mit wechselnden Kaolin- 


A.W. 


297 000 
350000 
354000 
260000 
610000 
657 000 
520000 
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mengen bei konstanter Anfangskonzentration und gleichem px = 
8,7 ausgefiihrt. Die Adsorptionskurve 8 in Fig. 8 ist mit Hilfe 
der erhaltenen Adsorptionswerte bestimmt. 


Tabelle 14. 


Je 0,1000 g Tetanustoxin (66000 Te. E. enthaltend) wurden in 20 cem Wasser 
gelést, die Lésung mit 0,25 ccm n-Essigsiure versetzt und auf 25 ccm auf- 
gefiillt (pj; = 3,7). Die Lésungen behandelten wir mit a) 0,065, b) 0,050, 
c) 0,035, d) 0,015 g Kaolin. Die Restlésungen wurden auf 200 ccm verdiinnt. 





























Restlésung : . 
— —_ Adsorbierte | Adsorption A.W 
Tédliche Dosis Gehalt Te. E. in 9/ tile 
in ccm an Te.E. . 
02 +, | 1000 65980 98 1000000 
0,1 +3 | 2000 64970 97 1280000 
0,03 +, | 6600 59400 90 1700000 
0,0045+, | 44000 22000 33 1460000 


4. Elution des Spasmins aus dem Kaolinadsorbat. 


Die Zerlegung des Kaolinadsorbates zeigt gegeniiber der 
Elution des Tonerdeadsorbates keine besonderen Unterschiede. So 
wird auch das an Kaolin adsorbierte Tetanusspasmin durch 
22/,bas.-Ammonphosphatlésung in guter Ausbeute abgeldst (vgl. 
Tab. 15). Aus der Elution l4Bt sich die Phosphorséure mit Ma- 
gnesiamixtur ausfaillen, wobei der Toxinverlust ungefahr 10°/, be- 
tragen kann. In den dialysierten Elutionen liegt das Toxin rund 
20 bzw 120mal reiner vor als in der Trockentoxinlésung bzw. 
Ausgangskulturfliissigkeit. 

Beispiel. Das dargestellte Kaolinadsorbat enthielt 62000 Te.E. Das 
zweimal gewaschene Adsorbat eluierten wir im Zentrifugenglas 20 bzw. 
40 Minuten mit 10 bzw. 5 ccm 22/, bas.-Ammonphosphatlésung. Vor dem Ab- 
schleudern des Kaolins wurden zu jeder Elution 20 com Wasser gegeben. Die 
vereinigten Elutionen saugten wir durch eine diinne Schicht Kieselgur, 
wuschen das Filter gut nach und fiillten das Filtrat auf 200 ccm auf. (Tédliche 
Dosis 0,0035 com +-,; Gehalt 57100 Te.E.) Nach Entnahme von 1 cem zur 
Priifung versetzten wir die restlichen 199 com mit 2,5 com Magnesiamixtur 
nach Schmitz und tropfenweise mit 1,2 com n-Ammoniak. Der krystalli- 
nische Niederschlag wurde nach 30 Minuten iiber hartem Filter abgesaugt. 
Vol. 201 ccm. Tédliche Dosis 0,004 com; Gehalt 50250 Te. E. 

200 ccm phosphatfreie Elution wurden wihrend 48 Stunden in einer Fisch- 
blase unter Toluol gegen flieBendes destilliertes Wasser dialysiert. Dialysator- 
inhalt 214 ccm. Tédliche Dosis 0,006 com +,; Gehalt 39000 Te. E. oder 78°/, 
des in der Elution enthaltenen Toxins. 200 ccm gaben einen Trockenriickstand 
von 2,8 mg. Demnach betrug der Toxinwert 13000000; d. h. das Spasmin lag 
rund 20 bzw. 120 mal reiner vor als im Trockentoxin bzw. der Kulturfliissigkeit. 








000) 
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Tabelle 15. 
Das Kaolinadsorbat wurde aus 0,05°/,iger Toxinlésung vom py = 3,8 dar- 












































gestellt. 

i" 4 [i ie ae — 
; Angewandt 3 Restlésung E es eon Py 

g — | Tédl. Dosis a © | Tédl. Dosis: ads 
Te. E. Kaolin | $$ in ccm Te. = a in ccm | Te. <q:5 
33000 | 0,050 | 100] 0,05 +, 200 | 31000 | 0,0035+-, | 28500] 92 
132000 | 0,200 | 400] 0,04-+, | 10000 [122000 | 0,004 +, 100000] 822) 
66000 | 0,100 | 200] 0,05+, 4000 | 62000 | 0,0035+-, | 57100] 89%) 
165000 | 0,250 [500] 003 +, |165000 [147500 | 0,004 +, |125000] 84%) 


Auch die Kaolinadsorbate lassen sich durch Ammoniak 
eluieren, und zwar am besten durch 0,05°/,iges; dabei schwankt 
die Ausbeute zwischen 80 und 90°/,. Der Reinheitsgrad des in den 
dialysierten Klutionen vorliegenden Spasmins ist — aus den bereits 
erwahnten Grinden — merklich hoher als der des Toxins in den 
aufgearbeiteten Phosphatelutionen. 

Tab. 16 zeigt, daB die bei der Elution der Kaolinadsorbate mit 
0,05°/,igem Ammoniak erhaltenen Resultate ziemlich gleichmaéBig 
sind. Der Toxinwert wurde nach 24stiindiger Dialyse der Elutionen 
aus Fischblasen gegen flieBendes destilliertes Wasser ermittelt. Die 
Angaben iiber die Anreicherung des in den dialysierten Elutionen 
vorliegenden Giftes beziehen sich auf die Konzentration des Toxins 
in der Ausgangskulturfliissigkeit. 





















































Aus der Ammoniakelution des Kaolinadsorbates kann das 
Spasmin durch Tonerde bei px = 6 mit guter Ausbeute adsor- 
biert werden, wobei der Ubergang vom elektronegativen zum elek- 
tropositiven Adsorbens eine Steigerung des Remheitsgrades be- 
wirkt, wie folgendes Beispiel zeigt. 





1) Das jeweilige Volumen war gleich dem der Ausgangslésung. 
2) Bestimmungen nach der Phosphatfallung. 


Tabelle 16. 

on en a] ws . Eluti Eis . be 
~————| 8 | 2396 Se | Teal. = 2.| BE i - 
g =| 2Boa 2 © | Tédl. Dosis) Vol. & oF 2 

E, Kaolin | 3S | = 5 om in ccm j|cem Te. E. | fj od is g 
000 0,100 | 200] 0,03 +, | 59400]0,002 -+,/100| 50000] 84 | 13860000] 126 fache 
W0 0,200 | 400] 0,04 +, |122000]0,0035 +,/ 100|100000] 82 | 12540000] 114 ,, 
000 0,150 | 100] 0,005 +, |244000 | 0,00045-+-,| 100 | 222000] 91 |17160000) 156 _,, 
WW) 0,175 | 125] 0,0035+, | 294300] 0,0004 +.) 100 | 250000] 85 |15180000] 144 _,, 
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Beispiel: Kaolin-Tonerdeadsorption; Dialyse. 0,4000 g Trockentoxin 
(264000 Te. E. enthaltend) wurden in 99 ccm Wasser gelést und die Lésung 
mit 1 ccm n-Essigséure auf py = 3,8 eingestellt. Mit 0,140 g Kaolin gewannen 
wir ein Adsorbat, das, nach zweimaligem Waschen, mit je 20 ccm 0,05°/,igem 
Ammoniak 20 bzw. 40 Minuten lang eluiert wurde. Die durch Filtration ge- 
klarte Elution fillten wir auf 400 ccm auf. 

Restlésung: tédliche Dosis 0,004 ccm +-,; Gehalt 25000 Te.E. Elution: 
tédliche Dosis 0,002 ccm +,; Te. E. 200000 Te.E. Adsorbiert mit rund 90, 
eluiert mit 84°/, Ausbeute. 

398 ccm Elution (199000 Te. E. enthaltend) versetzten wir mit 1,1 ccm 
n-Essigsiure und dann mit 9 ccm Tonerdesuspension Sorte B (= 18 mg AI,0,). 
Das Adsorbat wurde einmal gewaschen und zweimal mit je 15 ccm 0,05°/,igem 
Ammoniak eluiert. Die vereinigten Elutionen wurden geklart und das Filtrat 
auf 100 ccm verdiinnt. 

Restlésung: Vol.415 ccm; tédliche Dosis 0,02ccm+,; Gehalt 
20750 Te.E. Elution: tédliche Dosis 0,0007 ccm +; Gehalt 142800 Te. E. 
Adsorbiert mit 89, eluiert mit 80°/, Ausbeute. 

95 ccm Elution dialysierten wir 24 Stunden lang aus einer Fischblase 
gegen flieBendes destilliertes Wasser. Dialysatorinhalt: Vol. 112 ccm; tédliche 
Dosis 0,0009 com + 5; Gehalt 124400 Te.E. 100 ccm Blaseninhalt gaben 
5,25 mg Trockenriickstand. Toxinwert 21120000. Das Spasmin lag 32 bzw. 
192 mal so rein vor, als im Trockengift bzw. in der Kulturfliissigkeit. 


Einwirkung von Serum und Tetanusantitoxin auf das Kaolinadsorbat. 


Die Behandlung des Kaolin- und des Tonerdeadsorbates mit 
Pferdeserum fiihrt zur Zerlegung der Adsorbate; im Serum laft 
sich das Spasmin nachweisen. Verriihrt man die Adsorbate mit 
Tetanusantitoxin, so wird das adsorbierte Spasmin ,,neutralisiert«: 
weder das behandelte Adsorbat, noch das Tetanusserum rufen bei 
der Maus die geringsten tetanischen Krscheinungen hervor. 


Wir beschreiben dieses Verhalten am Beispiel des Kaolin- 
adsorbates. 

Beispiel: Eine Lésung von 0,4000 g Tetanustoxin in 99 ccm Wasser 
wurde mit lccm n-Essigsiure versetzt; je 25 ccm dieser Toxinlésung 
behandelten wir waihrend 15 Minuten mit 0,050 g Kaolin. Die Adsorbate 
wurden folgendermaBen weiter verarbeitet : 

1. Das Adsorbat wurde zweimal mit Wasser gewaschen und dann in 
200 ccm physiologischer Kochsalzlésung aufgeschlemmt. 

2. Das Adsorbat wurde nach zweimaligem Waschen mit je 0,5 ccm 
Pferdeserum und 4,5 ccm Wasser 20 bzw. 40 Minuten lang behandelt. Vor 
dem Abschleudern des Kaolins verdiinnte man mit 20 ccm 0,85°/,iger NaCl- 
Léisung. Die vereinigten Elutionen fiillte man auf 200ccm. Das ,,eluierte 
Adsorbat‘‘ wurde nach einmaligem Waschen in 200 cem Kochsalzlésung auf- 
geschlemmt. 

3. Das Adsorbat behandelte man nach zweimaligem Waschen mit je 
0,5 ccm Tetanusantitoxin (Héchst, 500fach) und 4,5 ccm Wasser 20 bzw. 
40 Minuten lang und setzte vor dem Abschleudern 20 cem Kochsalzlésung 
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hinzu. Die vereinigten Elutionen fiillte man auf 200 ccm auf und suspen- 
dierte den Kaolin nach dem Waschen in 200 ccm 0,85°/,iger NaCl-Lésung. 
Die Ergebnisse dieser Versuche finden sich in Tabelle 17. 


Tabelle 17. 

















Gepriifte Lésung Vol. cem omega ts 
in cem 

a 200 0,2 +, 1000') 
Ee ee 200 0,0035+-, 57000 
Pferdeserumelution ..... 200 0,004 +, 50000 
,,Eluiertes Adsorbat*’ . .. . 200 0.1 +, 2000 
Tetanusantitoxinelution .. . 200 keine Wirkung 0 
,,Eluiertes Adsorbat*‘S . .. . 200 keine Wirkung 0 


5. Bestimmung und Bestéindigkeit des Spasmins im 
Adsorbat. 


Wir fanden bei der Priifung der Wirksamkeit und Bestindig- 
keit des Tetanusspasmins im Tonerde- und Kaolinadsorbat, daB 
man die toxische Wirkung des adsorbierten Spasmins am Tier 
ebenso messen kann, wie bei dem im Wasser gelésten. Beriick- 
sichtigt man die Schwierigkeit der Herstellung groBer Verdiin- 
nungen mit Suspensionen, so stimmt, wie Tab. 18 belegt, die in 
den Adsorbaten gefundene Toxinmenge mit der aus Ausgangs- 
und Restlésung berechneten ziemlich gut iiberein. Das Spasmin 
wird somit durch Adsorption nicht merklich geschidigt; diese 
Feststellung erfahrt eine Bestaétigung durch die Elutionsergebnisse. 

Bekanntlich wirkt das Tetanusspasmin nicht am Ort der 
Injektion (Hinterschenkel), deshalb setzt die Wirksamkeit des 
Adsorbates dessen rasche Zerlegung im Tierkérper voraus. 

Die Tab. 18 zeigt ferner, daB die toxische Wirkung des 
Spasmins beim Aufbewahren des Adsorbates in waBriger Sus- 
pension im EHisschrank innerhalb von 8 Tagen nicht meBbar ab- 
geschwacht wird. 

Die im Exsiccator getrockneten Adsorbate zeigen bei ihrer 
Prifung am Tier nur noch geringe spasmische Wirkung. Die ge- 
fundene Toxinmenge betrigt weniger als 1°/, der adsorbierten. 
Etwas gréBer ist die Toxinmenge, die man durch eine 8 stiindige 
Behandlung des getrockneten Adsorbates mit 22/, bas.-Ammon- 
phosphatlésung erhalt; beim Tonerdeadsorbat entspricht sie un- 
gefahr 2, beim Kaolinadsorbat ungefihr 13°/, der adsorbierten. 





1) Adsorbiert 65000 Te.E. 
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Ob beim Trocknen das an Tonerde adsorbierte Spasmin starker 
geschadigt wird als das am Kaolin haftende, oder ob die Ablésung 
des Toxins vom teilweise dehydratisierten Adsorbens unvollstin- 
diger gelingt als vom Kaolin, sei dahingestellt. 





























Tabelle 18. 
wale Angewandt | Restlésung = Suspension’) = 
5% |— Le + 38 . 
: Adsorbens | =; | Tédl. 5.6 | Tédl. Dosis 
E¢ Te.E.| S| Dosis |Ten) 2 | Te.E.| © 
Ss mg in com < in com ~ 
3 | 66000! 6 (Al,0,B)| 200 | 0,025+-, | 8000] 58 0,04 +, | 50000] 86 
24 0,0045+, | 44000 
(0,004 +-5) 
74 0,004 +, | 50000 
144 0,005 +, | 40000] 69 
2 | 33000 50 (Kaolin) | 100 | 0,04 +, | 2500] 30500] 0,0045+-, | 22000] 72 
72 0,0045+-, | 22000 
144 0,006 +, | 16700] 55 





























Beispiel 1: Mit 6 mg Tonerde B wurde ein Adsorbat gewonnen, das 
57000 Te. E. enthielt. Das Adsorbat trocknete man nach einmaligem Waschen 
24 Stunden im Exsiccator iiber P,O,. Alsdann zerrieb man es im Achatmérser 
und suspendierte es in 10 ccm Wasser. Tédliche Dosis 0,1 com; Gehalt der 
Suspension 100 Te. E. oder ungefaihr 0,17°/, des adsorbierten Toxins. 

Beispiel 2: Ein auf gleiche Weise wie bei 1 dargestelltes Tonerde- 
adsorbat (Sorte B) enthielt 56000 Te.E. Nach 24stiindigem Trocknen wurde 
das Adsorbat mit je 10ccm 22/, Ammonphosphatlésung 60 bzw. 120 Minuten lang 
behandelt. Die vereinigten Elutionen fiillte man auf 50 ccm auf. Tédliche 
Dosis der Elution 0,05 ccm; Gehalt 1000 Te.E. oder ungefaihr 1,8°/, des ad- 
sorbierten Toxins. 

Beispiel 3: Aus 100ccm Toxinlésung (py = 3,8), die 33000 Te. E. 
enthielt, wurde mit 0,050 g Kaolin ein Adsorbat dargestellt. (Restlésung: 
tédliche Dosis 0,05 ccm, Gehalt 2000 Te.E.) Es wurden somit 31000 Te. E. 
adsorbiert. Nach 24 stiindigem Trocknen behandelte man das Adsorbat mit 
je 10ccm 2?/, Ammonphosphatlésung wahrend 60 bzw. 120 Min. Die vereinigten 
triiben Elutionen, die mit 50 com Wasser verdiinnt wurden, filtrierte man 
durch eine Kieselgurhaut. Das Filtrat verdiinnte man auf 100 ccm. Tédliche 
Dosis 0,025 ccm; Gehalt 4000 Te. E. oder rund 13°/, des adsorbierten Toxins. 


6. Wiederholte Adsorption. 


Beispiel 1. Wiederholte Tonerdeadsorption, Dialyse. 
Ausgangslésung: 6,0000 g Tetanustrockentoxin in 6000 ccm Wasser, 
3960000 Te.E enthaltend. (pq = 6.) 
1. Adsorption mit Tonerde. Das Adsorbat wurde mit 0,360 g 
Al,O,, Sorte B, gewonnen. Restlésung: Vol. 6060 ccm; tédliche Dosis 





1) Das jeweilige Volumen war gleich dem der Ausgangslésung. 
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0,02 com +,; Gehalt 303000 Te.E. Das Adsorbat eluierten wir nach zwei- 
maligem Waschen im Zentrifugenglas mit je 225 ccm 0,05°/,igem Ammoniak 
20 bzw. 40 Minuten lang. Die vereinigten Elutionen wurden durch eine 
Kieselgurschicht gesaugt, das Filter nachgewaschen, das Filtrat auf 1500 ccm 
aufgefillt. Tédliche Dosis 0,00045 ccm +,; Gehalt 3333000 Te. E. Adsorbiert 
mit 92°/), eluiert mit 90°/, Ausbeute. 

249 ccm Elution dialysierten wir wihrend 24 Stunden aus éiner Fischblase 
unter Toluol gegen flieBendes destilliertes Wasser. Dialysatorinhalt 265 ccm; 
tédliche Dosis 0,0006 ccm +,; Gehalt 441000 Te.E. 5 com wurden im Mikro- 
platintiegel zur Trockne verdampft: 0,76 mg. Gesamtgewicht der Trocken- 
substanz des Blaseninhaltes 0,0418 g. Toxinwert 10560000. Das Toxin lag 
also 16fach so rein vor, als im Trockentoxin. 

2. Adsorption mit Tonerde. 1250 ccm Ammoniakelution 
(27775000 Te.E. enthaltend) wurden mit 3750 ccm Wasser verdiinnt, mit 
13,25 com n-Essigsiure versetzt (pq = 6) und mit 0,250 g Tonerde, Sorte B, 
(= 50 ccm) behandelt. Restlésung: Vol. 5045 ccm; tédliche Dosis 0,015 com +-, 
Gehalt 336300 Te.E. Das einmal gewaschene Adsorbat wurde zweimal mit 
je 150 com 0,05°/,igem Ammoniak eluiert. Die vereinigten Elutionen saugte 
man durch eine diinne Kieselgurschicht und fiillte das Filtrat auf 1250 ccm 
auf, Tédliche Dosis 0,0006 ccm +,; Gehalt 2083000 Te.E. Adsorbiert mit 
88, eluiert mit 86°/, Ausbeute. 

1245 ccm Elution dialysierten wir 24 Stunden lang aus zwei Fischblasen 
unter Toluol gegen flieBendes destilliertes Wasser. Dialysatorinhalt: Vol. 
1300 ccm; tédliche Dosis 0,0007 ccm +,; Gehalt 1857000 Te.E. oder 89°/, 
der eluierten. 5 ccm gaben 0,38 mg Trockenriickstand; entsprechend 0,0995 g 
fiir 1300 ccm. Toxinwert 18480000. Das Toxin lag also 28 bzw. 168 mal 
reiner vor, als im Trockentoxin bzw. in der Ausgangskulturfliissigkeit. 

Der Dialysatorinhalt erlitt durch das Eindampfen im Vakuum bei +18° 
Innentemperatur einen Toxinverlust von rund 12°/). Wahrend des Eindampfens 
muBte die Lésung mehrmals neutralisiert werden. Im Exsiccator wurde zu 
Ende getrocknet. Der gepulverte Trockenriickstand stellte ein hellbraunes 
Pulver von guter Wasserléslichkeit dar. 

In 0,1°/,iger Lésung war die Biuretreaktion noch eben wahrzunehmen, 
die Ninhydrinreaktion deutlich positiv; die Millon-, Tryptophan- und Schwefel- 
bleiprobe negativ. Pikrinséiure, Quecksilberchlorid und Uranylacetat be- 
wirkten eine geringe Opalescenz. 


Beispiel 2. Kaolin-, Tonerdeadsorption, Dialyse. 


Ausgangslésung: 3,0000 g¢ Trockentoxin, gelést in 750ccm Wasser, 
1980 000 Te. E. enthaltend. 

1. Kaolinadsorption. Nach Zusatz von 7,5 ccm n-Essigsiure wurde 
das Spasmin durch 1,2 g Kaolin adsorbiert. Restlésung 755 ccm; tédliche 
Dosis 0,005 com +,; Gehalt 151000 Te.E. Das Adsorbat wurde im Zentri- 
fugenglas zweimal mit je 300 cem Wasser gewaschen und dann zweimal mit 
je 150 com 0,05°/,igem Ammoniak eluiert. Die Elution filtrierten wir zwecks 
Klarung durch eine Kieselgurschicht und fiillten das Filtrat auf 3000 ccm auf. 
Tédliche Dosis 0,002 com + ,; Gehalt 1500000 Te.E. Adsorbiert mit 92, 
eluiert mit 86°/, Ausbeute. 

2. Adsorption durch Tonerde. 2999 ccm Elution, die mit 9,25 ccm 
n-Essigsiure auf px = 6 eingestellt wurden, adsorbierten wir mit 0,135 g 
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Tonerde (Sorte B). Restlésung 3030 ccm; tédliche Dosis 0,03 cem +,; Gehalt 
101000 Te.E. Nach einmaligem Waschen des Adsorbates eluierten wir das 
Adsorbat zweimal mit je 80 ccm 0,05°/,igem Ammoniak. Die geklarte Elution 


verdiinnten wir auf 300 ccm. 
3. Dialyse. 300ccm Elution wurden wahrend 24 Stunden auseiner Fisch- 


blase unter Toluol gegen flieBendes destilliertes Wasser dialysiert. Dialysator- 
inhalt 320 cem. Tédliche Dosis 0,0003 ccm +-,; Gehalt 1067000 Te. E. oder 
54°/, der angewandten. 5 ccm gaben 0,84 mg Abdampfriickstand; demnach 
enthielt der Dialysatorinhalt 0,0538 g Trockensubstanz. In ihr lag das Toxin 
ungefihr 30 bzw. 180fach so rein vor, als im Trockentoxin bzw. in der Aus- 
gangskulturlésung. Toxinwert 19890000. 

Durch EHinengen der dialysierten Elution unter mehrmaligem 
Neutralisieren im Faust-Heimschen Apparat bei +85° und Trock- 
nen im Exsiccator erhielten wir ein hellbraunes, wasserldsliches 
Pulver, das noch rund 85°/, der Toxinmenge des Dialysatorinhaltes 


enthielt. 
In 2 cem einer 0,1°/,igen Lésung waren die Ninhydrinreaktion 


positiv, die Millonreaktion ganz schwach positiv; dagegen die 
Biuret- und Tryptophanprobe negativ. Auf Zusatz von Urany]- 
acetat-, Quecksilberchlorid- und Pikrinséurelésung entstand eine 
ganz schwache Tribung. 

3,631 mg Substanz (im Hochvakuum zur Konstanz _ getrocknet): 
0,330 com N (19°, 757 mm). 

3,680 mg Substanz: 0,336 com N (21°, 747 mm). 


Gef. N_ 10,58°/, 
10,43 °/, 


Beispiel 3. Wiederholte Tonerde-, Kaolinadsorption, 
Dialyse. 

Ausgangslésung: 6,0000 g Trockentoxin gelést in 6000 ccm Wasser; 
po = 6. (3960000 Te.E. enthaltend). 

1. Adsorption durch Tonerde. Mit 0,360g Tonerde, Sorte B, 
wurde das Adsorbat dargestellt. Nach zweimaligem Waschen des Adsorbats 
im Zentrifugenglas wurde es zweimal mit je 240 ccm 0,05°/,igem Ammoniak 
eluiert. Die vereinigten Elutionen filtrierten wir durch eine Kieselgurschicht 
und verdiinnten das Filtrat auf 3000 ccm. 

Restlésung: Vol. 6064 ccm; tédliche Dosis 0,015 cem-+,; Gehalt 
404300 Te. E. 

Elution: tédliche Dosis 0,0001 ccm +,; Gehalt 3000000 Te.E. Ad- 
sorbiert mit ungefihr 90, eluiert mit 76°/, Ausbeute. 

2. Adsorption durch Tonerde. Aus 2998ccm Elution, die mit 
14,75 ccm n-Essigsiure auf pq = 6 gebracht wurden, adsorbierten wir das 
Toxin durch 0,270 g Tonerde (Sorte B). Nach einmaligem Waschen des 
Adsorbats wurde es zweimal mit je 200 ccm 0,05°/,igem Ammoniak behandelt. 
Die geklarte Elution fiillte man auf 1000 ccm auf. 

Restlésung: Vol. 3040 ccm; tédliche Dosis 0,025 ccm-+,; Gehalt 


121600 Te. E. 
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Elution: tédliche Dosis 0,000425ccem+,; Gehalt 1252000 Te.E. 
Adsorbiert mit rund 91, eluiert mit 85°/, Ausbeute. 

3. Adsorption durch Kaolin. 998 cem Elution wurden mit 15 ccm 
n-Essigsaure versetzt und mit 1,400 g Kaolin behandelt. Das Adsorbat eluierten 
wir nach einmaligem Waschen mit je 125 ccm 0,05°/,igem Ammoniak. Das 
Filtrat der vereinigten Elutionen verdiinnte man auf 250 ccm. 

Restlésung: Vol. 1010 ccm; tédliche Dosis 0,0075 ccm +,; Gehalt 
134600 Te. E. 

Elution: tédliche Dosis 0,00015 com +,; Gehalt 1667000 Te.E. Ad- 
sorbiert mit 94, eluiert mit 75°/, Ausbeute. 

4. Dialyse. 249 ccm Elution dialysierten wir 24 Stunden lang aus einer 
Fischblase gegen flieBendes destilliertes Wasser. Vol. des Dialysatorinhaltes 
260 cem. Tédliche Dosis 0,000175 ccm +,; Gehalt 1484000 Te. E. oder un- 
gefahr 37°/, des angewandten Toxins. 5 ccm des Dialysates gaben im Mikro- 
platintiegel einen Abdampfriickstand von 1,10 mg. ‘Trockensubstanz des 
Dialysatorinhaltes demnach 0,0576 g. Toxinwert 25740000. Das Tetanus- 
spasmin lag somit 89 bzw. 284 mal reiner vor, als im Trockengift bzw. in der 
Ausgangskulturfliissigkeit. 

Den Rest des Dialysatorinhaltes dampfte man im Faust-Heimschen 
Apparat bei +35° stark ein, wobei mehrmals neutralisiert wurde; zu Ende 
trocknete man im Exsiccator iiber P,O;. Das Trockenpriparat, von hell- 
brauner Farbe und guter Wasserléslichkeit, besa8 nur noch 80°/, der Wirksam- 
keit des Blaseninhaltes. 2 ccm einer 0,1°/,igen Toxinlésung gaben nur noch 
eine schwach positive Ninhydrinreaktion; Biuret-, Millon- und Tryptophan- 
probe waren negativ. Bei Uranylacetatzusatz blieb die Lésung klar, dagegen 
triibte sie sich auf Zusatz von Quecksilberchlorid- und Pikrinséurelésung 
ganz schwach. 

5,145 mg Substanz (im Hochvakuum zur Konstanz _ getrocknet): 
0,566 cem N (18°, 763 mm). 

Gef. N 12,96°/,. 


IV. Verhalten des Tetanusspasmins gegen Cerebron. 


Es wird allgemein angenommen, da das Tetanustoxin auf 
dem Wege der endoneuralen Lymphbahnen in den motorischen 
Nerven zum Zentralnervensystem gelangt und dort auf noch un- 
bekannte Art ,,verankert‘‘ wird. Dieses Verhalten, das auf eine 
,eigentiimliche’’ Affinitét des Spasmins zur Nervensubstanz hin- 
zuweisen scheint, hat zu zahlreichen Untersuchungen angeregt.*) 
Z. B. fanden K. Landsteiner und A. Botteri*), da mehrfache 
tédliche Dosen Tetanustoxin mit Protagon gemischt, vom Tier 
vertragen werden, und K. Takaki), da8 Phrenosin und Kerasin, 
in stirkerem MaBe noch Cerebronsiéureester und Cerebronsiure, 
siftbindende Higenschaft besitzen. 


~— 





1) Vgl. E. P. Pick u. F. Silberstein, a. a. O. 8. 405. 
2) Z. Bakteriologie, Orig. 42, 562 (1906). 
5) Hofmeisters Beitrige 11, 288 (1908). 
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Wir versuchten, diese ,,giftbindende Eigenschaft’ der Cere- 
broside fiir die Isolierung des Toxins nutzbar zu machen. Zu 
diesem Zwecke stellten wir nach H. Thierfelder’) phosphor- 
freies, aber nicht krystallisiertes Cerebron aus Pferdehirn dar. Wie 
die angefiihrten Beispiele zeigen, nimmt das Cerebron aus schwach 
saurer Lésung (px = 6) kein, aus schwach alkalischer (px = 7,5) 
nur sehr wenig Tetanusspasmin heraus, so daB es als Adsorbens 
nicht in Frage kommen kann.?) 


Beispiel 1. Die Lésung von 0,1000g Tetanusspasmin in 100 ccm 
Wasser (enthaltend 66000 Te.E.; pp = 6) wurde 1'/, Stunde mit 1 g Cere. 
bron. behandelt. Da die Suspension durch Zentrifugieren nicht klar wurde, 
filtrierten wir sie durch ein hartes Filter. Nach gutem Waschen des Filter- 
riickstandes wurde das Filtrat auf 200 ccm aufgefillt. Filtrat: tédliche 
Dosis 0,003 ccm +,; Gehalt demnach 66000 Te. E. 

Beispiel 2. Ansatz wie 1; nur wurde bei py = 7,5 gearbeitet. Filtrat, 
tédliche Dosis 0,0035 ccm +-,; Vol. 200 ccm; Gehalt demnach 57100 Te. E. 
Adsorbiert ungefahr 13°/, Toxin. 


Es ist ungewiB, ob nach der ,,Verankerung“ des Toxins an 
die Nervensubstanz eine chemische Reaktion stattfindet oder ob 
die ,,Verankerung*’ erst durch eine solche médglich ist. Nach 
S. Loewe%) kommt fiir die Bindung des Tetanustoxins an Ge- 
hirnsubstanz eine chemische Reaktion nicht in Frage. Er 
ist der Ansicht, da8 ,,vielmehr dem Vorgang eine Verteilung nach 
MaBgabe des Henryschen Satzes zugrunde zu liegen scheine.“* 

Wir lieBen Tetanustoxin auf Cerebron unter wechselnden Be- 
dingungen einwirken und untersuchten die Reaktionslésungen aui 
ihr Reduktionsvermégen und auf ihre Zunahme an Carboxyl- 
gruppen. Es schien nicht unwahrscheinlich, daB das Cerebron 
unter dem EHinfluB des Spasmins Galaktose abspaltete oder in 
Cerebronsiure, Sphingosin und Galaktose zerfiel. Wir konnten 
weder das Auftreten von Hexose, noch eine Zunahme der Aciditat 
nachweisen. Demnach findet in der angedeuteten Richtung, bei 
den von uns gewahlten Bedingungen keine Reaktion zwischen 
Tetanusspasmin und Cerebron statt. 





1) Diese Z. 74, 282 (1911). 

2) Auch Cholesterin, das wir nach R. Willstatter u. E. Waldschmidt- 
Leitz, diese Z. 125, 132 und zwar S. 186 (1923) fein verteilten, eignet sich 
nicht zur Adsorption des Spasmins. 

3) Biochem. Z. 88, 225 (1911); 84, 495 (1911). 
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Uber die Natur der Peroxydase. 
Von 


Richard Kuhn, David B. Hand’) und Marcel Florkin. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizinische Forschung Heidelberg, 
Institut fiir Chemie.) 


‘(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1931.) 


Es ist eine alte Frage, ob die Peroxydase des Meerrettichs 
eine Eisenverbindung ist oder nicht.?) R. Willstatter und 
A. Stoll), die dieses Enzym zuerst weitgehend gereinigt und vor- 
laufige Analysen mitgeteilt haben, fanden, da8 der Hisengehalt 
mit steigender Wirksamkeit zunimmt. Bei noch weiterer Er- 
héhung des Reinheitsgrades beobachteten aber R. Willstatter 
und A. Pollinger*) wieder eine Abnahme des Eisens, insbesondere 
nach Reinigung durch Tannin. Wir geben eine Reihe von Bei- 
spielen fir Peroxydasepriparate steigender Purpurogallinzahl 
(P.Z.)5) wieder. 


R. Willstatter und A. Stoll.*) R. Willstatter und A. Pollinger.*) 


PZ. Fe P.Z. Fe 
ere ee a ree 0,04 
eG wc Oem ee ww 0,095°/, 
ees Sle a ae 6 ee SS 0,064°/, 





1) Fellow of the National Research Council in the Biological Sciences. 

2) J. Wolff, C. r. Acad. Sci. 146, 142, 781, 1217 (1908); 148, 946 (1909); 
J.Wolff u. E.de Stoecklin, Ann. Inst. Pasteur 26, 313 (1911); W. Madelung, 
Diese Z. 71, 204 (1911); E.de Stoecklin, Contribution 4 l’étude de la per- 
oxydase, Genéve 1907; A. Bach u. J. Tschermack, Ber. chem. Ges. 41, 2345 
(1908); C.Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl. 
Leipzig 1926, Bd. II, S. 1752; G. Gola, Atti r. acad. lincei 28, II, 393 (1919); 
O.Schumm, Diese Z. 150, 276 (1925); H. Wieland u. W. Sutter, Ber. 
chem. Ges. 61, 1066 (1928); J. B.S. Haldane, Nature, 1. Aug. 1931. 

3) Liebigs Ann. 416, 21 (1918). 

4) Liebigs Ann. 480, 269 (1923). 

5) Die Purpurogallinzahl (P .Z.) gibt an, wieviel Milligramm Purpurogallin 
gebildet werden, wenn 1 mg Enzym auf 5 g Pyrogallol und 50 mg Wasserstoff- 
superoxyd in 2 Liter Wasser von 20° 5 Minuten einwirkt. Die Peroxydase- 
einheit (P.E.) entspricht der Fermentmenge, die unter diesen Bedingungen 
1 g Purpurogallin erzeugen wiirde. 
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Auf diese und weitere Analysen, welche die Belanglosigkeit 
der Hauptmenge des Eisens, das in den Rohprodukten vorkommt, 


fiir die enzymatische Wirksamkeit beweisen, griindet sich die 


SchluBfolgerung: ,,Fiir die Konstitution und die Farbe der Per- 
oxydase ist also das Eisen belanglos.‘‘!) ,,Aber die vorliegenden 
Beobachtungen machen es sehr wahrscheinlich, daB das Enzym 
selbst farbig ist.‘‘?) 

Die besten Peroxydasepraparate zeigen nach R. Willstatter 
und A. Pollinger?) hellrotbraéunliche Farbe, die derjenigen ge- 
wisser Porphyrine in verdiinnter Saure und auf Seide ahnlich 
ist.*) Die vorliegende Untersuchung beabsichtigt die Farbe der 
Peroxydase durch spektrophotometrische Analyse von Prapa- 
raten méglichst hohen Reinheitsgrades niher zu kennzeichnen. 
Diese Aufgabe steht in Beziehung zur Erkenntnis, daB die Per- 
oxydasewirkung des Haimins durch stickstoffhaltige Verbindungen 
bedeutend aktiviert werden kann‘) und da8 dabei, wie wir gefunden 
haben, charakteristische Verinderungen des Absorptionsspektrums 
stattfinden. | 

Bei der Verarbeitung der Meerrettich-Wurzeln und den an- 
schlieBenden Reinigungsoperationen haben wir uns an die Vor- 
schriften R. Willstatters gehalten und sind so bis zu Priapa- 
raten mit P.Z. 3400 gelangt.5) 

Betrachtet man eine konzentrierte Peroxydaselésung, die 
etwa 10 P.E. im Kubikzentimeter enthalt, im GittermeBspektro- 
skop nach Léwe-Schumm, so ist bei 2cem Schichtdicke von 
ungefaihr 450 mu ab starke Endabsorption zu beobachten. Ab- 
sorptionsbanden sind auch bei 5mal héherer Konzentration nicht 
zu erkennen. Reduziert man aber die Enzymlosungen in Gegen- 
wart von etwas verdiinnter Natronlauge und Pyridin mit 
Natriumhydrosulfit (Na,5,0,), so treten im Gelbgriin zwei 
schéne Banden auf. Diese Banden liegen praktisch an derselben 
Stelle wie die Himochromogenbanden, die man bei Reduktion 
einer Lésung von krystallisiertem Haimin (Protohémin, «-Chlor- 
himin) mit Natriumhydrosulfit unter gleichen Bedingungen er- 
hilt. Die optischen Schwerpunkte erscheinen fir 





1) R. Willstatter, Ber. chem. Ges. 55, 3601 (1922), und zwar S. 3623. 

2) R. Willstatter u. A. Pollinger, a. a. 0O., 8. 307. 

8) Insbesondere wurde die Farbe derjenigen des Pyrroporphyrins ahnlich 
befunden, wihrend Phylloporphyrin mehr griinlich tingiert. 

4) R. Kuhn u. L. Brann, Diese Z. 168, 27 (1927). 

5) Die besten Praparate von R. Willstatter u. A. Pollinger, a. a. O., 


S. 300f. besaBen P.Z. 3450—4900. 
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reduzierte Peroxydase bei 557 und 527 muy, 
reduziertes Hamin » 557 ,, 527 mu. 


Diese Befunde gelten fiir Priparate von P.Z. 500 bis 3400, die 
gegeniiber dem Ausgangsmaterial (P. Z. fiir Meerrettich etwa 0,2) 
2500- bis 17000fach gereinigt sind. 

Die quantitative Bestimmung der Absorptionsspektren durch 
lichtelektrische Photometrie verdanken wir der Freundlichkeit der 
Herren K. W. Hausser und A. Smakula an der physikalischen 
Abteilung des hiesigen Forschungsinstitutes.1) Dabei ergab sich, 
daB die Peroxydaselésungen bei etwa 400 my und bei etwa 360 my 
Absorptionsbanden, unterhalb von etwa 340 my starke End- 
absorption zeigen. Das Intensitatsverhiltnis der beiden Banden ist 
jedoch bei verschiedenen Praparaten nicht konstant. Bald tritt 
die Bande bei 400 my, bald die Bande bei 360 my starker hervor 


(Fig. 1). eo 
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Absorptionskurven von Peroxydaselésungen. 

Abszissen: Wellenlaingen in mu, Ordinaten: log I),,I. 
Peroxydase Nr. 6, P.Z. 3400, 40,5 P. E. in lccm, 2,5mm Schichtdicke, 
Peroxydase Nr. 4, P.Z. 500, 11,9 P. E. in lcem, 2,5 mm Schichtdicke, 


Bei den Praparaten der Fig. 1 ist die Absorption bei 400 my 
annahernd der Peroxydasekonzentration proportional, wenn man 





1) Zur Ausfiihrung der Messungen vgl. R. Kuhn u. A. Smakula, Diese 
Z. 197, 161 (1931). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCI. 18 
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den kontinuierlichen Untergrund der Kurven beriicksichtigt. Das 
Verhaltnis der Extinktionen ist etwa 1:3,3, das Verhaltnis der 
Peroxydaseeinheiten = 1:3,4. Allgemein ist aber genaue Pro- 
portionalitét zwischen Peroxydasewirkung und Héhe der Ab- 
sorptionsbanden bei 400 my, namentlich bei Praparaten geringeren 
Reinheitsgrades, nicht gefunden worden, was bei dem schwankenden 
Intensitétsverhaltnis der Banden auch nicht zu erwarten war. Wir 
haben den Eindruck, daB diese Abweichungen nicht ausschlieBlich 
durch Aktivitaétsverlust unter Erhaltung der Farbe, wie er z. B. 
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Absorptionskurven von reduzierten Peroxydaselésungen. 

Abszissen: Wellenlangen in mu, Ordinaten: log I)/I. 
Peroxydase Nr. 10, P. Z. 1710, 34,9 P. E. in l1ecem, 5 mm Schichtdicke. 
Peroxydase Nr. 14, P. Z. 1080, 17,5 P. E. in 1 ccm, 5 mm Schichtdicke. 


bei zu hohem Erhitzen der Lésungen stattfindet, erklart werden 
kann. 

Die Absorptionsmessung der Peroxydasepraparate nach 
Reduktion mit Natriumhydrosulfit hat ergeben, daB neben den 
beschriebenen Banden im Gelbgriin eine viel stirkere Bande im 
Violett liegt. Diese Hauptbande ist der Grund fiir die starke 
,.Endabsorption’“ der Lésungen. Das Absorptionsspektrum der 
reduzierten Peroxydase ist dem Spektrum des reduzierten Hamins 
auch in bezug auf die Hauptbande sehr dhnlich, die in beiden 
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Fallen bei 415—420 my erscheint (Fig. 2 und 3).1) Die Haupt- 
bande JaBt sich auch im GittermeBspektroskop erkennen, wenn 
man als Lichtquelle die Sonne (Heliostat) verwendet und alles 
Licht tiber 450 mu abblendet. 

Die Absorption der reduzierten Fermentlésungen bei 420 my 
ist, wenn auf gleichen Trockengehalt bezogen wird, in den wenigen 
bisher untersuchten Fallen der Wirksamkeit annahernd, aber nicht 
streng, proportional. Indem man die Héhen der Banden mit der 
Bande einer reduzierten Himinlésung von bekanntem Gehalt ver- 
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Absorptionskurven von Hamin. 
Abszissen: Wellenlangen in my, Ordinaten: log I)/I. 
Lésung 1: 0,10 mg Hamin in 1 ccm n/10-NaOH, 1 mm Schichtdicke. 
Lésung 2: 0,20 mg Hamin in 2 ccm n/10-NaOH + 0,50 ccm Pyridin + 0,20 ccm Natrium- 
hydrosulfitlésung (0,016 g Na,S,O,), 1mm Schichtdicke. 


gleicht, 14Bt sich unter Beriicksichtigung des Trockengehalts der 
Peroxydaselésungen der ,,Haimingehalt*‘ der untersuchten Pra- 
parate angeben. Unter Beriicksichtigung des Fe-Gehaltes im 
Hamin (8,57°/,) ist in der letzten Spalte der Tab. 1 der Gehalt an 
,,.Hamineisen‘‘ in Prozenten angegeben. 

Der spektrophotometrisch berechnete Gehalt an ,,Hamin- 
eisen’* ist auBerst gering. Er betrigt fir das beste Praperat 





1) Die Absorptionsbanden bei 557 und 527 mu kommen in den Fig. 2 
und 3, da nur von 10 zu 10 my gemessen wurde, nicht richtig zum Ausdruck. 
18* 
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Tabelle 1. 
Peroxydase- | Trockengewicht P.E. P.E. in 1 ecem PZ 
praparat in 1 ccm in leem jnach Reduktion?) neni 
| Nr. 6 11,8 mg 40,1 29,1 3400 
»» 10 ROL os 48,0 34,9 1710 
ae 22,3 ,, 24,1 17,5 1080 
log I,/I bei 420 m 
Peroxydase- fiir A ol Schichtdioke ,,Haimingehalt“ | ,,Hamineisen‘ 
praparat in %/, in °/, 
gef. | korr.?) 
Nr. 6 is | o9 0,105 0,0090 
» 10 1,9 1,5 0,060 0,0052 
» 14 1,3 0,6 0,038 0,00383 








(P. Z. 8400) 0,009°/,, also nur etwa 4/, des Hisens, das R. Will- 
staitter und A. Pollinger bei Peroxydase etwa gleichen Rein- 
heitsgrades gefunden haben (0,064°/, Fe, P. Z. 3070). Offenbar 
ist nur ein kleiner Teil des Hisens in den bis jetzt verliegenden 
Peroxydasepraparaten an Porphyrin gebunden und fir die Ab- 
sorption maBgebend. Die Tatsache, daf der EHisengehalt mit 
steigendem Reinheitsgrad abnimmt, steht daher mit der Fest- 
stellung nicht in Widerspruch, dab der Gehalt an ,,Haimineisen* 
mit steigender P. Z. zunimmt. 

Nach den vorliegenden Messungen ist es sehr wahrscheinlich, 
daB8 die aktive Gruppe der Peroxydase eine Kisenporphyrin- 
verbindung ist. Es ist aber notwendig, das Verhaltnis von Wirk- 
samkeit zum ,,Hamingehalt*‘ an weiteren Praparaten zu priifen, 
insbesondere an Priaparaten noch héherer Wirksamkeit. Denn 
unter P. Z. 1000 sind die optischen Messungen durch Beimengung 
anderer Farbstoffe sehr unsicher und die Abschitzung der kon- 
tinuierlichen Absorption, von der sich die Banden abheben, recht 
willkiirlich. Auch werden durch Lichtstreuung der oft triiben 
Lésungen Fehler bedingt. So erstreckt sich die Priifung der Be- 
ziehung zwischen Wirksamkeit und Absorption vorlaiufig auf den 








1) Zur Reduktion wurden immer 2 ccm Enzymlésung mit 0,50 ccm 
Pyridin, 0,05 cem 20°/,iger Natronlauge und 0,20 ccm Natriumhydrosulfit- 
lésung, enthaltend 0,016 g Na,S,O,, versetzt und 10 Min. bei 2800 Touren/Min. 
zentrifugiert. Die Menge des Niederschlags, der bei der Reduktion entstand, 
nahm mit zunehmendem Reinheitsgrad stark ab. Die reduzierten Lésungen 
besitzen keine Peroxydasewirkung mehr. 

2) Diese Zahlen beziehen sich auf die maximalen Extinktionen nach 
Abzug der kontinuierlichen Absorption, die geschatzt wurde. 
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verhaltnismaifig engen Bereich von P. Z. 1080 bis 3400. Leider ist 
bisher bei allen Versuchen, den Reinheitsgrad unseres besten 
Praéparates weiter zu erhdhen, ein Erfolg ausgeblieben. 


Vergleich mit Katalase. 


Unsere Betrachtungen iiber die Peroxydase schlieBen sich 
denen von K. Zeile und H. Hellstrém!*) ber die Katalase an. 
K. Zeile und H. Hellstr6m haben zuerst auf spektrophoto- 
metrischem Wege gezeigt, dais die wirksame Gruppe der Katalase 
eine Kisenporphyrinverbindung ist. Das Absorptionsspektrum 
der Katalase ist von dem der Peroxydase sehr verschieden. Die 
Katalaselésungen zeigen Absorptionsbanden bei 629 mu, 540 mu 
und 500 mu, wihrend die Peroxydaselésungen in diesem Gebiet 
kontinuierlich absorbieren. Eine wichtige Ubereinstimmung 
zwischen beiden Fermenten besteht aber darin, daB sie nach 
Reduktion mit Hydrosulfit dasselbe Hamochromogenspektrum 
wie Chlorhimin (557 mu) zeigen.?) Dabei ist es auffallend, daB 
sowohl Katalase wie Peroxydase durch Hydrosulfit in Gegenwart 
von Pyridin nicht oder nur sehr langsam reduziert werden, im 
Gegensatz zu Chlorhimin. Das Hamochromogenspektrum tritt 
erst nach Zusatz von Natronlauge langsam auf. Vielleicht werden 
die Eisenporphyrinverbindungen aus den Fermentkomplexen in 
beiden Fallen nur langsam freigelegt. 

Nach K. Zeile und H. Hellstr6ém) ist fiir Katalaselésungen 
aus Pferdeleber das Verhaltnis von Wirksamkeit k (Reaktions- 
konstante der H,O,-Zersetzung) zum Gehalt an Porphyrineisen Fep 
(spektrophotometrisch bestimmt) sehr nahe konstant: k/Fep = 2500. 
Fir Katalaselésungen aus Kiirbiskeimlingen fand aber K. Zeile‘): 
k/Fep = 8000. Ahnliche Unterschiede scheinen auch bei Per- 
oxydaselésungen aus Meerrettich verschiedener Herkunft vor- 
zukommen. Sie erinnern an die differierende Peroxydasewirkung 
des krystallisierten Oxyhimoglobins aus dem Blute verschiedener 
Tiere, die R. Willstatter und A. Pollinger®) auf Unterschiede 
in der Konstitution des Globins zuriickgefiihrt haben, das als 
kolloider Trager der wirksamen Gruppe®) aufgefaBt wurde. 


1) Diese Z. 192, 171 (1930). 

*) Im wichtigen Bereich um 420 mu ist die Absorption von Katalase- 
lésungen noch nicht naher untersucht. 

8) Diese Z. 192, 171 (1930). 4) Diese Z. 195, 39 (1931). 

5) Diese Z. 180, 281 (1923). 

6) R. Willstatter, J. Graser u. R. Kuhn, Diese Z. 128, 1 (1922). 
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Es ist bekannt, daB Peroxydaselésungen H,O, nicht zersetzen. 
Wir haben 0,1 ccm Peroxydaselésung Nr. 13, die 4,4 mg Trocken- 
gewicht und 0,62 P. EK. enthielt, 10 Minuten auf 100 ccm 0,01/n-H,0, 
bei 0° einwirken lassen und keine Abnahme des Permanganattiters 
beobachtet. Die angewandte Fermentmenge enthielt 0,00015 mg 
,Haimin“’. Eine Katalaselésung von gleichem ,,Hamingehalt” hatte 
nach K. Zeile und H. Hellstrém, 10000fach verdiinnt, unter 
gleichen Bedingungen in derselben Zeit etwa die Halfte des H,O, 
gespalten. Auf gleichen Gehalt an ,,Hamineisen“ bezogen, ist 
somit eine etwaige H,O,-Zersetzung durch Peroxydase mindestens 
1000000mal geringer als durch Katalase. 


Absolute Wirksamkeit. 


Unter den von R. Willstatter und A. Stoll gewahlten 
Bedingungen setzt als Ergebnis unserer Untersuchung 1 Molekiil 
Peroxydase in 1 Sekunde etwa 100000 Molekiile H,O, um. Diese 
Zahl ergibt sich unter der Annahme, daf das an Porphyrin ge- 
bundene Eisen (0,0090°/, fir P. Z. 3400) fiir die Wirksamkeit ent- 
scheidend ist und daB die Bildung von 1 Mol Purpurogallin 3 Mole 
H,0, erfordert.4) R. Willstaétter und A. Stoll?) hatten bereits 
einen Umsatz von etwa 300 Molen Hydroperoxyd durch 1 Gramm- 
atom Fe in 1 Sekunde fiir unwahrscheinlich hoch erachtet. Es ist 
daher als wesentliche Stiitze fir die Auffassung der Peroxydase als 
Eisenporphyrinverbindung enzusehen, dai Katalase und das 
durch die Absorptionskurve seiner Kohlenoxydverbindung ge- 
kennzeichnete Atmungsferment von O. Warburg absolute Wirk- 
samkeiten von gleicher GroBenordnung aufweisen.*) 1 Grammatom 
Eisen in Form von Leberkatalase zersetzt unter den von K. Zeile 
und H. Hellstré6m angewandten Bedingungen in 1 Sekunde etwa 
6-104, in Form von Kirbiskatalase etwa 2-10° Mole Hydroperoxyd. 
1 Grammatom Eisen in Form von ,,Atmungsferment“ addiert nach 
O. Warburg und F. Kubowitz‘) unter den Bedingungen ihrer 
Versuche rund 10° Mole Sauerstoff pro Sekunde. Die Reduktion 
des oxydierten Atmungsferments verliuft aber viel langsamer, 
so da8 in 1 Sekunde nur etwa 10? Mole Sauerstoff verbraucht 
werden. Am tatsichlichen Umsatz gemessen sind Katalase und 





1) R. Willstatter u. H. Heiss, Liebigs Ann. 433, 17 (1923). 

2) Liebigs Ann. 416, 21 (1918), und zwar S. 62. 

3) R. Kuhn, D. B. Hand u. M.Florkin, Naturw. 19, 771 (1931). 
4) Biochem. Z. 214, 5 (1929). 
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Peroxydase etwa 10% mal wirksamer als das ,,Atmungsferment*. 
Dabei darf nicht vergessen werden, daB im Falle der Per- 
oxydase auch die Natur des Substrats von Einflu8 auf die ab- 
soluten Reaktionsgeschwindigkeiten ist. Die Farbstoffbildung aus 
Leukomalachitgriin verliuft nach R. Willstatter und H. Weber?) 
etwa 40mal langsamer als die Purpurogallinbildung aus Pyro- 


gallol. 
Hemmungserscheinungen. 


Nach H. Wieland und W. Sutter?) ist die Peroxydase des 
Meerrettichs gegen Blausiure und gegen Schwefelwasserstoff sehr 
empfindlich. Sie fanden, daB etwa m/200000-HCN und etwa 
m/800000-H,S die Reaktionsgeschwindigkeit auf die Halfte herab- 
setzen, konnten aber keine Hemmung durch Kohlenoxyd feststellen. 
Wir haben erneut Hemmungsversuche mit CO angestellt in der 
Hoffnung, durch Belichten eine Reaktivierung erzielen und nach dem 
Vorbild O. Warburgs auch das Wirkungsspektrum der Peroxydase 
bestimmen zu kénnen. Dabei stellten wir fest, daB eine Hemmung 
der Peroxydase durch CO in der Tat erreicht werden kann. Sie 
ist aber viel geringer als die durch Blausaéure bewirkte, indem CO 
von Atmosphirendruck, dessen Konzentration in der waBrigen 
Lésung bei 20° etwa m/1000 betragt, nur um 60—70°/, hemmt. 
Dennoch wird man das Verhalten gegen Kohlenoxyd als weitere 
Stiitze fiir die ,,Schwermetalltheorie’ der Peroxydase ansehen 
dirfen. Unter vielfach abgeinderten Bedingungen gelang es bisher 
nicht, die CO-gehemmte Peroxydase durch Licht wieder zu akti- 
vieren. 


Beschreibung der Praparate. 


Peroxydase Nr. 4. 6tagige Dialyse von Meerrettich, Behand- 
lung mit Oxalsiure, Extraktion mit Barytwasser, wiederholte 
Fallungen mit Alkohol. 1 cem Lésung enthielt 25 mg Trocken- 
gewicht und 12,5 P.E.; P.Z. = 500. 

Peroxydase Nr. 6. Aus Nr. 4 durch Abtrennung des Glucosids 
mit Sublimat. 1 ccm enthielt 11,8 mg Substanz und 40,1 P. E.; 
P. Z. = 8400. 

Peroxydase Nr. 10. Darstellung wie Nr. 6 aus einer anderen 
Lieferung von Meerrettich. 1 ccm enthielt 28,1 mg Substanz und 
48,0 P.E.; P.Z. = 1710. 





1) Liebigs Ann. 449, 156 (1926). 
2) Ber. chem. Ges. 61, 1066 (1928). 








964 Richard Kuhn, David B. Hand und Marcel Florkin, 





Peroxydase Nr. 14. Aus Nr. 4 durch wiederholte Alkohol- 
fillungen gewonnen. 1 ccm enthielt 22,8 mg Trockengewicht und 
24,1 P.E.; P. Z. = 1080. 

Das Ausgangsmaterial fiir die Priparate 4, 6 und 14 (Heidel- 
berger Markt, Ende April) war viel reicher an Peroxydase und 
leichter zu reinigen, als die Meerrettichlieferungen, die friiher und 
spiter bezogen wurden. Das Priparat von P.Z. 3400 lieB sich 
nicht an F'asertonerde adsorbieren, von Aluminiumoxyd (E. Merck) 
wurden 33°/, aus 50°/jigem Alkohol aufgenommen. Die Adsorbate 
an Kaolin lieBen sich durch 0,1°/,iges Ammoniak nicht eluieren. 

Die Peroxydaselésung Nr. 6 (P. Z. 3400) gab mit dem 9fachen 
Volumen Pyridin eine tiefrote Lésung, die sich langsam triibte. 
Der durch Zentrifugieren erhaltene Niederschlag war braunrot 
gefirbt und enthielt etwa 40°/, der Wirksamkeit. Er wurde mit 
wenig Wasser verriihrt, wobei er farblos wurde und alle Peroxydase 
in Lésung ging. Diese Lésung wurde mit der Hauptmenge der 
Pyridinlésung vereinigt und analysiert. Trotz Entfernung des 
farblosen Niederschlags war die P. Z. auf 2300 gesunken. Nach 
vorsichtigem Verdampfen des Pyridins im Vakuum und Lésen in 
Wasser war die P. Z. nur noch 600. 


Bestimmung der Wirksamkeit. 


Zur raschen Bestimmung von Peroxydaseeinheiten kann 
man unter den von R. Willstatter und A. Stoll*) angegebenen 
Bedingungen die Zeit messen, die zur Krreichung einer bestimmten 
Farbstarke notig ist. Wir beniitzen dazu Reagenzglaser von 2,5 cm 
innerem Durchmesser. Diese werden mit 3,4 mg (2/1) Mullimol) 
Wasserstoffsuperoxyd, 0,5 g Pyrogallol und 10 cem 0,04/n-Acetat- 
puffer von pu 6,0 beschickt. Dann wird mit soviel Wasser verdiinnt, 
da8 nach Zusatz der Enzymldésung (in der Regel 1 cem) das Gesamt- 
volumen 50 ccm betrigt. Das Wasser mu8 sehr rein (doppelt 
destilliert) sein. Die angewandten Enzymmengen kénnen zwischen 
0,005 und 0,03 P. E. schwanken. Die Standardlésung wird durch 
Verdiinnen von 0,145 mg Methylrot (HE. Merck), 20 cem n/100- 
Natronlauge und 6 ccm 0,2/m-KH,PO, auf 50 cem bereitet. Thre 
Farbe ist mit dem im Reaktionsgemisch entstehenden Purpuro- 
gallin ausgezeichnet vergleichbar. Die Beobachtung erfolgt bei 
20° in einem Komparator. Die Zeit t, die zur Bildung derjenigen 
Purpurogallinmenge erforderlich ist, die der Standardlésung ent- 





1) Liebigs Ann. 416, 21 (1918), und zwar S. 44 ff. 





sk S 


= rf DM 











Uber die Natur der Peroxydase. 965 


spricht, betriagt fiir die angegebenen Enzymmengen 2—10 Minuten. ) 
Die Anzahl] Peroxydaseeinheiten pro Kubikzentimeter ergibt sich, 
wie Vergleichsanalysen nach R. Willstaitter und A. Stoll er- 
geben haben, zu: 


--- 
t Minuten x ccm Enzymlésung 





P. E./eem = 


Beispiel: Peroxydase Nr. 4. Die Lésung enthalt 0,0253 g Trocken- 
substanz in l1eem. Nach R. Willstaétter und A. Stoll: Das zum colori- 
metrischen Vergleich benutzte Purpurogallin war enzymatisch unter den 
Bedingungen der Analyse dargestellt und 3mal aus Ather, sowie 2mal aus 
Alkohol umkrystallisiert. 0,001 ccm geben in 5 Minuten 12,6 mg, 0,002 ccm 
23,8 mg Purpurogallin. In 1 ccm sind 12,6 bzw. 11,9 P.E. enthalten. Unter 
unseren Bedingungen: 0,001 ccm benétigen ¢ = 5,0 Minuten, 0,0015 ccm be- 
notigen ¢ = 3,1 Minuten. In 1 ccm sind 11,8 bzw. 12,7 P. E. enthalten. 


Hemmung durch Kohlenoxyd. 


Das Kohlenoxyd (aus Ameisensiure) wurde mit 2/n-Natron- 
lauge und Wasser gewaschen und vor Zusatz des Pyrogallols und 
Wasserstoffsuperoxyds 1 Stunde durch die Enzymlésung geleitet. 
Nach dem in Tab. 2 mitgeteilten Beispiel betragt unter den Be- 
dingungen unserer Bestimmung die Hemmung etwa 66°/,. 


Tabelle 2. 


0,5 g Pyrogallol, 3,5 mg H,0,, 10 cem 0,04 n-Acetatpuffer py = 6,0 mit je 
2—5 cem Peroxydase (0,004 P.E. pro cem, P.Z. etwa 500) zu 50 ccm; 20°. 

















Enzym Ohne Kohlenoxyd Mit Kohlenoxyd Hemmung 
ccm t (Min.) ¢ (Min.) (°/o) 
2 6,5 7,0 - |. = 68 
3 4,0 5,0 14 16 70 
4 3,5 3,5 4 oe 66 
5 3,0 3,0 8 8 62 











Zum Vergleich wurde der Hinflu8 des Kohlenoxyds (Atmo- 
sphérendruck) auf dieselbe Peroxydase auch mit Guajacol als 
Substrat nach H. W. Bansi und H. Ucko?*) untersucht. Dabei 
fanden wir eine Hemmung von durchschnittlich 40°/, (Tab. 3). 





1) Die Genauigkeit betrigt + 10—15 Sekunden, was einem Fehler der 
Einzelbestimmung von + 10 bis + 2°/, entspricht. 
*) Diese Z. 157, 192 (1926). 
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Tabelle 3. 


3 mg Guajacol, 0,56 mg H,O, und 15 ccm Peroxydase (0,004 P.E. in 1 cem) 
zu 20 ccm; nach 5 Minuten mit 10 ccm 5°/,iger Sublimatlésung gestopt und 











colorimetriert. 

Temp. | Gebildeter Farbstoff (mg) nach 5 Min. Diff Hemmung 
°C ohne CO | mit CO ; (°/o) 
21 1,5 0,8 0,7 47 
22 1,8 1,1 0,7 39 
23 2,1 1,4 0,7 33 
23 zi 1,2 0,9 4§ 

23 , & | 1,2 0,9 43 
24 2,4 1,5 0,9 37 
24 2,4 1,4 1,0 42 














Bei 5mal geringerer Enzymkonzentration fanden wir nach der 
Guajacolmethode etwas stiarkere Hemmung durch CO, durch- 
schnittlich 63°/) (Tab. 4). 


Tabelle 4. 


3 mg Guajacol, 0,56 mg H,O, und 5 ccm Peroxydase (0,0025 P.E. pro ccm, 
P.Z. etwa 500) zu 20 ccm. Nach 5 Minuten mit 10 ccm 5°/,iger Sublimat- 
lésung gestopt und colorimetriert. 




















Gebildeter Farbstoff (mg) nach 5 Min. Diff Hemmung 
ohne CO | mit CO (°/o) 
0,29 | 0,11 0,18 62 
0,29 | 0,10 0,19 62 
0,30 | 0,10 0,20 66 
0,30 0,11 0,19 63 








Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir fiir die 
Uberlassung von Apparaten auch an dieser Stelle unseren besten 
Dank aus. 
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EinfluB des Hungerzustandes und anschlieBender Eiweiizufuhr 
auf die Bildung von Mercaptursaure. 
Von 
Emil Abderhalden und Ernst Wertheimer. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitét Halle a. S.). 
(Der Redaktion zugegangen am 17. August 1931.) 


Bei der kiirzlich!) mitgeteilten Versuchsreihe, die zum Ziele 
hatte zu priifen, ob im Hungerzustand bzw. bei eiweiBfreier Er- 
nahrung nach Zufuhr von Brombenzol Mercaptursaurebildung 
méglich ist, fanden wir zu unserer Uberraschung, da8 nach im 
AnschluB an die Hungerperiode erfolgender Zufuhr von Fleisch 
nicht, wie wir das erwartet hatten, gesteigerte Mercaptursiure- 
bildung eintrat, vielmehr blieb sie ganz aus (vgl. hierzu Versuch 7, 
8 und 9 der angefiihrten Mitteilung). Wir sind dieser Beobachtung 
weiter nachgegangen. Wir lieBen Hunde 3—5 Tage hungern und 
verabreichten ihnen dann reichlich Fleisch und zwar in zwei 
Portionen. Das Brombenzol wurde gleichfalls in zwei Halften 
unter Zwischenlegung einer Pause verabreicht. Im ersten Versuch 
war die Mercapturséurebildung in den ersten beiden der Hunger- 
periode folgenden Tagen auBerordentlich geringfiigig. Erst am 
8. und 4. Tag wurde im Anschlu8 an die Fleischfiitterung Mer- 
capturséure ausgeschieden. Bei Hund 2 war der Harn am 
1. Fitterungstag vollkommen frei von Mercaptursdéure. Gleiche 
Erfahrungen machten wir bei weiteren Versuchstieren. Entweder 
lieB sich an dem der Hungerperiode folgenden Tage mit eiweiB- 
reicher Nahrung keine Spur von Mercapfursiure im Harn nach- 
weisen, oder aber es waren nur Spuren der genannten Verbindung 
vorhanden. Nur in einem Falle stellten wir eine Ausnahme fest. 
Ks handelte sich hierbei um einen 6,5 kg schweren Hund, der 
nur 8 Tage gehungert hatte. Er schied schon am 1. Tage der 





1) Diese Z. 198, 18 (1931). 
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Fleischfiitterung erhebliche Mengen von Mercaptursiure aus. 
Trotz Verminderung der verabreichten Nahrung erreichten jedoch 
die Mercapturséurewerte in den nichsten beiden Tagen erheblich 
hohere Werte. 

Wir legten uns die Frage vor, ob die im AnschluB an eine 
Hungerperiode aufgehobene bzw. mehr oder weniger stark vermin- 
derte Mercapturséurebildung darauf zuriickzufiihren ist, daB ihre 
Synthese an und fir sich aus irgendwelchen Griinden nicht még- 
lich ist. Zur Entscheidung dieser Frage verabreichten wir einem 
Versuchstier, das 5 Tage gehungert hatte, Cystin. Im Harn erschien 
Mercapturséure. Es ist somit die Bildung der genannten Ver- 
bindung an und fir sich nicht gestért. 

SchlieBlich haben wir noch Versuche der folgenden Art aus- 
gefiihrt. Im Anschlu8 an eine 5tigige Hungerperiode fithrten wir 
Phloridzin subkutan zu. Hund 6 verlor hierbei 48 g und Hund 7 
45g Zucker. Das Verhaltnis D:N war kurz vor der Verab- 
reichung von Brombenzol = 2,8. Wie aus dem experimentellen 
Teil zu ersehen ist, war nach Fleischzufuhr nur spurenweise 
Mercaptursiure im Harn vorhanden. Am 2. Fitterungstag war 
die Menge der gebildeten Mercaptursiure etwas gréBer. Am 
8. Fleischtag fanden wir wiederum nur Spuren von Mercaptur- 
siure. Erst am 4. Fiitterungstag kam es zu einer reichlicheren 
Ausscheidung von Mercaptursiure. Der mit Hund 7 ausgefiihrte 
Versuch hatte ein im wesentlichen gleiches Ergebnis. Bemerkt 
sei noch, da es ratsam ist, die Fahigkeit der Versuchtiere, Mer- 
captursiiure zu bilden, bevor sie zu den eigentlichen Versuchen 
Verwendung finden, zu prifen. Wir fanden, daB altere, fette 
Hunde bei Zufuhr der gleichen Brombenzolmenge weniger Mer- 
captursiure ausscheiden als magere. 

Die erhobenen Befunde finden sehr wahrscheinlich die un- 
gezwungenste Erklarung dari, daBb im Anschlu8 an eine Hunger- 
periode die Anspriiche des Organismus fiir Synthesen, bei denen 
Cystin bzw. Cystein Verwendung findet, an diese Aminosauren 
besonders gro8 sind. Cystin ist ein EiweiBbaustein, der sich nicht 
durch andere Verbinduggen ersetzen Jit. Er findet mancherlei 
Verwendung. Vor allen Dingen diirfte er zum Aufbau von Hiweib- 
stoffen bendtigt werden. Sind die wihrend der Hungerzeit ent- 
standenen Liicken ausgefiillt, dann ist offenbar die Menge des 
zur Bestreitung der Zellstoffwechselvorginge fortlaufend erforder- 
lichen Cystins beschrinkt. Der Uberschu8 an der in Frage stehen- 
den schwefelhaltigen Aminosiure kommt zum Abbau. Fiihrt 
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man Brombenzol zu, dann kann ein Teil des Uberschusses an 
Cystin bzw. Cystein abgefangen werden. 


Experimenteller Teil. 


Die Bestimmung der Mercaptursiéure erfolgte nach der Methode von 
Baumann und Schmitz.!) Als Versuchstier verwandten wir den Hund. 














Versuch 1. Bulldogge. Ké6rpergewicht 9,8 kg. Das Versuchstier 
hungerte zunachst 4 Tage. 
a Isolierte |Schmelz-| Thio- 
Datum Nahrung i. r os| Mercaptur- punkt | phenol- 
& pe siure in mg]inGradC | reaktion 
8. 5. 400 g Fleisch 0,6 + 0,6 etwa 8 147 tt 
+ 60g Brot subkutan 
9.5 250 g Fleisch 0,6 + 0,4 Spur nicht be- + 
+ 100 g Brot subkutan stimmbar 
10. 5. 250 g Fleisch 0,6 + 0,4 161 152 + 
+ 100 g Brot subkutan 
11. 5. 250 g Fleisch 0,6 + 0,4 110 153 ot 
+ 100 g Brot subkutan 

















Versuch 2. Schwarzer Hund. Kérpergewicht 20,2 kg. Das Versuchs- 


tier hungerte zuerst 5 Tage. 








Thio- 








a Isolierte | Schmelz- 
Datum Nahrung rv m onagton Mercaptur- | punkt j; phenol- 
& Pe siure in mg]|inGradC | reaktion 
12. 5. 500 g Fleisch 1,2 0 ~- — 
+ 150 g Brot 
13. 5. 400 g Fleisch 1,2 178 136 + 
+ 150 g Brot nicht rein 
14, 5. 300 g Fleisch 1,2 60 145 “+ 
+ 150 g Brot 
15. 5. 400 g Fleisch 1,2 176 148 + 
+ 150 g Brot 
16. 5. 400 g Fleisch 1,2 172 152 + 
+ 150 g Brot 








{ 
i 
| 
i 

















1) Diese Z. 20, 586 (1895); vgl. auch E. Friedmann, Hofmeisters Bei- 
trage 4, 490 (1904). 
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Versuch 3. 


Emil Abderhalden und Ernst Wertheimer, 


zuerst 5 Tage. 


Jagdhund. Ké6rpergewicht 23,5 kg. 





Der Hund hungerte 





Datum 


8. 6. 


Versuch 4. Der gleiche Hund, wie in Versuch 3. Das Tier hungerte 








Nahrung 


250 g Fleisch 
+ 100 g Brot 


250 g Fleisch 
+ 100 g Brot 


250 g Fleisch 
+ 100 g Brot 


100 g Fleisch 
+ 200 g Brot 


zuerst 5 Tage. 





Brombenzol 
in g per os 


1,2 
1,2 
1,2 


1,2 











Isolierte | Schmelz- 
Mercaptur- } punkt 
siure in mg | in GradC 

Spur nicht be- 
stimmbar 
35 (unrein) 135 
70 150 
Spur _- 





phenol- 
reaktion 











Isolierte 





Schmelz-| Thio- 
Datum Nahrung agg a Mercaptur- | punkt | phenol-» 
8 Pe siure in mg |inGradC| reaktion 
18.5.}] 1,0 g Cystin mit 1,2 91 150 — 
etwas Reis 
19.5 1,0 g Cystin mit 1,2 228 154 
etwas Reis 
20.5.} 400g Fleisch, 1,2 240 146 + 
+ 100 g Brot 
+ 1g Cystin e 
21. 5. 300 g Fleisch 1,2 Spur nicht aus- a 
+ Brot reichend 

















Versuch 5. Wolfshund. Kérpergewicht 6,5 kg. 
zunachst 3 Tage. 





Der Hund hungerte 

















Isolierte | Schmelz-| Thio- 
Datum Nahrung nig oe oa Mercaptur- } punkt {| phenol- 
& pe siure in mg |inGradC| reaktion 
3. 6. 200 g Fleisch 1,0 252 150 + 
+ 150 g Brot 
4. 6. 150 g Fleisch 1,0 365 148 + 
+ 100 g Brot 
5. 6. 150 g Fleisch 1,0 458 150 + 
-+ 100 g Brot 
6. 6. 70 g Fleisch 1,0 260 142 + > 
+ 150 g Reis if 
a 





























Phloridzin-Hungerversuche. 


Versuch 6. Fox. 
5 Tage. Es erhielt dann am: 


25. 6. 


7,2 kg Kérpergewicht. 


2 x 1g Phloridzin subkutan. 


26. 6. 21,3 g Zucker im Urin; 1 g Phloridzin subkutan. 
27.6. 15,8 g Zucker im Urin; D:N = 2,8. Aceton: Spuren. 





Einflu8 d. Hungerzustandes usw. auf d. Bildung v. Mercapturséure. 927] 


— 


Das Tier hungerte zuerst 





28.6. 6,0 g Zucker im Urin. Darauf Beginn des Syntheseversuchs. 
Isolierte | Schmelz-| Thio- 
Datum Nahrung heagingsioagey Mercaptur- |} punkt | phenol- 
& pe siure in mg ]|inGradC]| reaktion 
28. 6 150 g Fleisch 1,4 Spur ? nicht be- +? | 
+ 75g Brot stimmbar 
29. 6 150 g Fleisch 1,2 45 (unrein) 130 “t 
+ 75g Brot 
30. 6 110 g Fleisch 1,2 Spur — ? 
+ 75g Brot 
.. 150 g Fleisch 1,2 372 151 “f- 
+ 75g Brot 
2.7 200 g Fleisch 1,2 419 155 ao 
+ 75g Brot 
3.7 200 g Fleisch 1,2 229 147 + 
+ 100 g Brot 























Versuch am gleichen Tier (14 Tage spater) ohne vorausgehenden Hunger. 





























— Isolierte | Schmelz-| Thio- 
Datum Nahrung ro Mercaptur- } punkt {| phenol- 
& per O8 | saure in mg |inGradC] reaktion 
19. 7. 150 g Fleisch 1,2 160 149 + 
+ 75g Brot 
20. 7. 200 g Fleisch 1,2 588 144 -f- 
+ 75g Brot 
Versuch 7. GroBer brauner Hund. Kérpergewicht 23,5 kg. Das 


Versuchstier hungerte zuerst 5 Tage, dann erhielt es am: 


a 7%. 
3. 7. 
4. 7. 
5. 7. 


2 x 0,75 g Phloridzin subkutan. 
Zucker im Urin: 
Zucker im Urin: 30,6 g. 
Zucker im Urin: 


8,0 g. 2 x 1,5 g Phloridzin subkutan. 


6,3 g. Dann Beginn des Syntheseversuchs. 
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Isolierte | Schmelz- Thio- 
Datum Nahrung _ayaageningaa Mercaptur- | punkt phenol- 
& per O8 | saure in mg | inGradC | reaktion 
6. 7. 300 g Fleisch 1,5 Spur ? = — 
+ 150 g Brot 
7.7 300 g Fleisch 1,5 46 152 + d 
+ 150g Brot 
8.7 300 g Fleisch 1,5 182 153 oa | 
+ 150 g Brot 
9.7 300 g Fleisch 1,5 Spur -= 
+ 150 g Brot 
10. 7. 300 g Fleisch 1,5 110 153 
+ 150g Brot 
Zusammenfassung. 
Nach vorausgegangenem Hunger erfolgt nach Zufuhr von 
Brombenzol zunaichst keine oder nur eine sehr geringfiigige Mer- 
captursiurebildung. Es handelt sich dabei nicht um ein Ver- 





sagen des Organismus in Hinsicht auf die Synthese (Beweis: 
nach Cystinzufuhr trat Mercaptursiurebildung ein), vielmehr steht 
offenbar kein Cystin baw. Cystein zur Mercapturséurebildung zur 
Verfiigung, solange der Organismus gendtigt ist, wahrend der 
Hungerperiode entstandene Liicken auszufiillen (Neubildung von 
Eiwei8, Insulin, Glutathion usw.). 
































Uber die Ammoniakbildung bei langerem Aufenthalt 
von Froschmuskeln in Barkanscher Liésung. 
Von 
Gustav Embden und Margarete Lehnartz. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft.) 





(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Juli 1931.) 





Die Frage, ob die bei der Muskelkontraktion erfolgende Ammo- 
niakbildung ein auch im isolierten Froschmuskel reversibler Vor- 
gang ist, findet bis heute eine verschiedene Beantwortung. Wahrend 
in Untersuchungen aus dem hiesigen Institut, die mit verschieden- 
artiger Anordnung durchgefiihrt wurden, diese Reversibilitat 
immer wieder festgestellt werden konnte!), vertreten Parnas und 
seine Mitarbeiter auch jetzt noch die Anschauung, dai unter 
anaeroben Bedingungen einmal bei der Muskeltiétigkeit aus dem 
Adenylsiurekomplex abgespaltenes Ammoniak vom _isolierten 
Muskel nicht wieder zum Verschwinden gebracht werden kann.*) 

Doch glaubt Parnas?) Anhaltspunkte dafiir gewonnen zu haben, 
daB in Muskeln, die in der von Barkan angegebenen Salzlésung 
unter aeroben Bedingungen wahrend einer lingeren Reihe von 
Stunden eine gréBere Anzahl von Einzelzuckungen ausfiihren, 
der in Frage kommende Reaminierungsvorgang stattfindet. Er 
schlieBt dies daraus, daB derartig vorbehandelte Muskeln einen 
hohen Ammoniakgehalt zeigen, ohne daB eine entsprechende Ab- 
nahme der Muskeladenylsdure stattgefunden hat. 





1) G.Embden, M.Carstensen u. H.Schumacher, Diese Z. 179, 
193ff. (1928); M.Lehnartz, Diese Z. 184, 183 (1929); G.Embden u. 
L. Norpoth, Diese Z. 201, 105 (1931). 

*) Vgl. z. B. Parnas, Lewinski, Jaworskau. Umschweif, Biochem. 
Z. 228, 366 (1930). 

8) J. Parnas, Kli. Wo. 1928, 8.2011; Biochem. Z. 206, 16 (1929); 
C. r. d.1. Soc. Biol. 101, R. P. 37 (1929). 
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Parnas nimmt an, daB dieses nicht aus Adenylsiure ge- 
bildete Ammoniak durch oxydative Desaminierung von im einzelnen 
noch unbekannten Substanzen entstehe und da8 nur dieses durch 
oxydative Desaminierung entstandene Ammoniak zur Reami- 
nierung verwandt werden kénne. Er erklart also seinen eben ge- 
schilderten Befund so, daB neben einer anaeroben Ammoniak- 
bildung aus Adenylséure eine fiir die oxybiotische Muskelarbeit 
charakteristische Ammoniakbildung statthat, auf deren Kosten 
die Riickumwandlung des bei der Arbeit entstandenen Inosin- 
siurekomplexes in den Adenylséurekomplex erfolge. So kame 
es also zu einer Wiederherstellung dieses Adenylsiurekomplexes 
ohne gleichzeitiges Wiederverschwinden des bei der Arbeit aus 
eben diesem Komplex gebildeten Ammoniaks. 


Aufgabe der vorliegenden Untersuchung ist es, die von Parnas 
erhobenen Befunde einer Nachprifung zu unterziehen, um ein 
Urteil dariiber zu gewinnen, inwieweit die von ihm aus seinen 
Befunden gezogenen SchluBfolgerungen als berechtigt angesehen 
werden kénnen. 


Methodisches. 


Bei der Wiederholung der biologischen Versuche haben wir uns nach 
den freilich nicht sehr genauen Angaben von Parnas gerichtet. Die von uns 
benutzten Muskeln stammten ausschlieBlich von Temporarien. Sie blieben, 
wie in den Versuchen von Parnas, sehr lange [bis zu 24 Stunden und mehr’)] 
in der Barkanschen Lésung, die in einigen anfinglichen Versuchen mit 
reinem Sauerstoff, weiterhin aber entsprechend der Vorschrift von Parnas 
mit kohlensdiurehaltigem Sauerstoff durchperlt wurde. Die Muskeln wurden 
mit zwei direkten Reizen pro Minute zur Kontraktion gebracht.*) Zur 
Reizung verwandten wir lediglich Offnungsinduktionsschlage unter Ab- 
blendung der SchlieBungsschlage. Die Unterbrechung des Primirkreises 
erfolgte durch eine Bowditchuhr, die Muskeln waren an Platinelektroden 
aufgehingt, die Anordnung isotonisch unter Belastung mit 25 g. 

Am Schlusse des Versuches wurden die Muskeln stets durch Eintauchen 
in flissige Luft zum Erfrieren gebracht, in dfters beschriebener Weise zer- 
kleinert und praktisch verlustlos in mit 15 com Salzsiure—-Natriumbicarbonat- 
gemisch vorgewogene Erlenmeyerkélbchen iibergefiihrt. Das Salzsaiure- 
Natriumbicarbonatgemisch hatte die von G.Embden und G.Schmidt fiir die 
Zerstérung des ammoniakbildenden Fermentsystems angegebene Zusammen- 


1) Parnas berichtet iiber einen Versuch, in dem der Muskel nicht 
weniger als 30 Stunden in der Barkanlésung blieb [Biochem. Z. 206, 32 
(1929)). 

2) Soweit aus den Angaben von Parnas in den verschiedenen an- 
gezogenen Verdffentlichungen hervorgeht, variierte er die Reizfrequenz 
zwischen 1 und 3 pro Minute. 
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setzung.!) Wo mehrere Muskeln zur Verwendung kamen, wurden sie von 
vornherein gemeinsam verarbeitet. 

Wie schon Parnas feststellte, tritt ein sehr groBer Teil des beim Auf, 
enthalt in der Barkanlésung gebildeten Ammoniaks in die Fliissigkeit tiber.*) 
Dieser Anteil des Ammoniaks wurde in der Art bestimmt, daB die Fliissigkeit 
unter Zusatz von 1°/,iger Salzsiure im MeBkolben bis zur Marke aufgefiillt 
wurde; ein gemessener aliquoter Teil diente zu der so rasch wie mdéglich vor- 
genommenen Ammoniakbestimmung. Waren mehrere Muskeln zum Versuch 
verwandt worden, so wurden die verschiedenen Fliissigkeiten vor der Auf- 
fiillung im MeBkolben vereinigt. 

Die Bestimmung des Ammoniaks wurde genau in der von Embden, 
Carstensen und Schumacher*) beschriebenen Weise ausgefiihrt; zur 
Alkalisierung diente stets Magnesia usta. Das iiberdestillierende Ammoniak 
wurde in n/300-Schwefelsiure aufgefangen. Die Titration erfolgte unter Ver- 
wendung des von Tashiro angegebenen Methylenblau-Methylrotgemisches 
als Indicator. 

Die Berechnung der gesamten, in der Fliissigkeit und im Muskel ge- 
fundenen Ammoniakmenge .erfolgte in Milligrammprozent der verwandten 
Muskulatur. 

Neben den Ammoniakbestimmungen wurden auch zahlreiche Be- 
stimmungen der Adenylsaure ausgefiihrt. Wir bedienten uns hierbei des von 
Embden und Schmidt in der eben erwaihnten Arbeit beschriebenen, fer- 
mentativen Bestimmungsverfahrens. Die fermentative Bestimmung brauchte 
nur an der Muskulatur durchgefiihrt zu werden, da wir uns é6fter davon 
iiberzeugten, daB die Flissigkeit zwar die Hauptmenge des Ammoniaks, 
aber keine unter der Einwirkung der Fermentlésung Ammoniak bildende Sub- 
stanz enthailt. Wo an der gleichen Muskulatur sowohl der von vornherein 
vorhandene Ammoniakgehalt wie die unter der Einwirkung des desami- 
nierenden Fermentes freiwerdende Ammoniakmenge bestimmt werden sollte, 
diente der gréBere Anteil der Muskulatur zur Bestimmung des praformierten 
Ammoniaks. 


Versuchsergebnisse. 


In einer Reihe von Versuchen, die in Tab. I zusammengestellt 
sind, untersuchten wir zuniéchst, ob die nach den Angaben von 
Parnas bei sehr lange andauernder aerober Tatigkeit in Barkan- 
lésung zu erwartende starke Ammoniakbildung auch bei unserer 
Versuchsanordnung eintrat. 

Vertikalreihe 3 dieser Tabelle bildet eine Bestatigung des Be- 
fundes von Parnas. Die Muskeln, iiber deren Ammoniakgehalt 
diese Kolonne Aufschlu8 gibt, wurden wahrend der aus Reihe 2 
hervorgehenden Zeit mit zwei Reizen pro Minute gereizt. 





1) Diese Z. 186, 208 (1930). 

*) In einer Reihe von Versuchen iiberzeugten wir uns davon, daB der 
die Barkanlésung langsam durchperlende Gasstrom keine meBbare Ammoniak- 
menge entfiihrte. 

8) Diese Z. 179, 188 (1928). 

19* 
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Tabelle LI. 


Vergleichende Bestimmungen des Ammoniaks nach dem Aufenthalt von 
Arbeits- und Ruhemuskeln in sauerstoffdurchperlter Barkanlésung. 


























440 ce: 8b tee 5 
| Anzahl Dauer mg Ammoniak Zur Durch- 
ie | aes Priel des pro 100 g Muskulatur strémung 
: Versuchs |—— | verwendetes 
Frische | | ; 

in Stdn.}| gereizt | ungereizt Gas 

1 | 8.X. 29 1 22 10,8 12,5 0, 

2 8. X. 29 1 22 11,0 10,5 O, 
3 | 10. X. 29 1 22 8,9 7,2 0, + CO, 
4 | 10.X. 29 1 24 9,2 11,1 0, + CO, 
5 | 10. X. 29 ] 26 90 | 9,3 0, + CO, 

















Von vornherein erschien es uns freilich als zweifelhaft, ob 
bei so langer Aufbewahrung der Muskeln die relativ seltenen 
Kontraktionen ein fiir das Verhalten der Ammoniakbildung aus- 
schlaggebender Faktor sind. Wir nahmen daher neben dem an 
dem Gastrocnemius der einen Seite vorgenommenen Reiz- 
versuche iiberall auch einen Kontrollversuch vor, in dem der ander- 
seitige Muskel des gleichen Frosches gleichlange und auch sonst 
unter gleichen Bedingungen wie der gereizte ruhend aufbewahrt 
wurde. 

Die Ergebnisse dieser Versuche gehen aus Reihe 4 hervor. 
Man sieht, daB die Ammoniakbildung des Ruhemuskels iiberall 
aihnliche Werte erreichte, wie die des Arbeitsmuskels. Dreimal 
wurden hierbei im Ruheversuch, zweimal im Arbeitsversuch groBere 
Ammoniakmengen in Freiheit gesetzt. 

Wenn also der von Parnas erhobene Befund an sich auch 
richtig ist, so folgt bereits aus den soeben besprochenen Ergeb- 
nissen, daB die von ihm beobachtete Ammoniakbildung in keinem 
erkennbaren urséchlichen Zusammenhang mit den _ seltenen 
Zuckungen, die die Muskeln wiahrend ihrer langen Aufbewahrung 
ausfiihrten, stand. 

Weiterhin war zu priifen, ob wirklich der in sauerstoffversor gter 
Barkanlésung bei langerer Aufbewahrung eintretende starke An- 
stieg des Ammoniaks als Folgeerscheinung eines oxydativen Vor- 
ganges anzusehen ist, wie Parnas meint. 





eee 














te AOS 

















Ammoniakbildung bei langerem Aufenthalt von Froschmuskeln usw. 277 


Tabelle II. 


Vergleichende Bestimmungen des Ammoniaks nach lingerem Aufenthalt von 
Ruhemuskeln in Barkanlésung unter aeroben und anaeroben Bedingungen. 




















1 xz a eS 5 
| — — _ mg rye 
Nr.| Datum | der a: in 100 g Muskulatur Bemerkungen 
Versuchs 
Frésche | | 
in Stdn. | O, + CO, N 
6 | 28.X. 29 1 6 8,4 8,5 — 
7 | 28.X. 29 1 7 7,5 8,1 _ 
8 | 28. X. 29 1 20 11,1 13,7 a 
9 | 30. X. 29 1 5 6,6 6,9 N, + CO, 
10 | 30.X. 29 1 7 7,4 7,3 N,+ C0, 




















In Tab. II sind 5 Ruheversuche zusammengestellt, in denen 
der Muskel der einen Seite in Barkanlésung aufbewahrt wurde, 
die mit kohlendioxydhaltigem Sauerstoff durchperlt wurde, jener 
der anderen Seite in der gleichen Lésung unter Durchleiten von 
reinem oder kohlenséurehaltigem Stickstoff. Die Ergebnisse der 
oxybiotischen Versuche gehen aus Reihe 3, jene der anoxy- 
biotischen aus Reihe 4 hervor. 


Man sieht, daB ebensowenig wie die Arbeitsleistung, auch die 
Sauerstoffversorgung einen merklichen Einflu8 auf den Umfang 
der Ammoniakbildung hat. 


Zur weiteren Klarung der Verhialtnisse war es notwendig, 
festzustellen, inwieweit die nach vielstiindiger Aufbewahrung in 
Barkanlo6sung unabhangig von der Arbeit und der Sauerstoff- 
versorgung auftretende Vermehrung des Ammoniaks auf Kosten 
des Adenylsiéurekomplexes erfolgt, inwieweit sie anderen Ur- 
sprunges ist. 

Wir haben daher eine gréBere Reihe von Versuchen angestellt, 
in denen die Gastrocnemien der einen Seite alsbald nach ihrer 
Zerfrierung in fliissiger Luft zur Bestimmung ihres Gehaltes an 
Ammoniak (A-Wert), sowie an Gesamtadenylsaéure dienten. Die 
nach der Einwirkung des Adenylsiure desaminierenden Fermentes 
gewonnenen Werte sind in Reihe 5 der Tab. III als F-Werte ver- 
zeichnet. Von diesen Werten sind bereits die geringen, am Ende 
einer gleichartigen Exposition der Fermentlésung allein erhaltenen 
Ammoniakwerte in Abzug gebracht. 
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Tabelle III. 
Ammoniakbildung aus Adenylsiure und aus unbekannter Quelle bei vielstiindiger Aerobiose und Anaerobiose 
von Ruhe- und Arbeitsmuskeln. 

































































1 | 2 f(g: ) ~¢ £ & 2 6 | 7 | 8 
‘Im F-Ver- Kontrollen. | Beim Aufenthalt in Barkan- 
3 ¥ - such aus | N. Ferment- lésung 
. < A-Wert | F-Wert . | zerstorung ai Sal 
% as) 2 Dauer Meng u. Exposition # | b | ° Art des 
4 Nr! Detam | 4% den siure ge- reli im | aus Ade- aus ande- 
- = bildetes | SQencene anzen | nylsa | ll V h 
- = eee etes Menge g n | nylsdure | rer Quelle ersuches 
© a gebildetes Ammoniak 
| 3 
3 S NH; pro 100 g Muskulatur NH, pro 100g Muskulatur 
* | i ae mg mg 
ea — = 
x on lam sofort 1,38 10,5 9,1 1,44 | " | Ruheversuch 
po NE) 27-1 St \6T | 12 Stunden | 5,10 | 12,5 7,4 5,00 ot | A | 8P Ve es G0, 
9 . sofort 1,46 12,8 11,3 - | | Arbeitsversuch 
= 12 | 30.131 |3E | yo Stunden | 8,50 | 16.7 82 8,3 ‘Pe | & 3,9 1° 0, mit CO, 
S| sofort 0,79 9,6 8,8 Arbeitsversuch 
: 18 | 5.11.31 3T 22 Stunden 6,60 16,6 10.0 6,5 5,8 vgl. Text — O, mit CO, 
a sofort 1,36 10,3 8,9 Ruheversuch 
: 14 | 10,11. 31 |3T | 99 stunden | 7780 | 17,0 9.2 81 6,4 o 64 | 0, mit CO, 
. sofort 0,79 10,3 9,5 Ruheversuch 
A 1) | 13.TL 31) 3E | 959 Stunden | 680 | 14,0 72 7,3 6,0 2,3 3,7 | 'N, mit CO, 
é sofort 1,49 8,3 6,8 Arbeitsversuch 
@ 16 | 16-11-31 |3E | 59 Stunden | 865 | 14,9 6,2 9,0 i? 0,8 6,6 |'N, mit CO, 
oO - . sofort 1,16 8,4 7,3 | Arbeitsversuch 
| sofort 1,24 8,3 7,0 | Ruheversuch 
18 | 19. II. 31 i E | 12 Stunden| 558 | 113 5,7 5,8 #4 1,8 31 | N, mit CO, 
| sofort 1,6 9,9 8,3 Ruheversuch 
oo (10) 1X0 ad 3T | 14 Stunden | 164 | 223 5,9 aa 14,8 +4 12,4 | 0, mit CO, 
N | 
0 sofort 15 9,0 7,5 : Ruheversuch 
20 | 1.X1.29/3T | 14 Stunden | 161 | 22's 67 se 14,6 oF | 3 1 Oo oa oo, 
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In einer Reihe von Versuchen neutralisierten wir nach der 
Zerstorung des ammoniakbildenden Fermentsystems durch kurze 
Einwirkung des Salzsiéure-Bicarbonatgemisches in der von 
Embden und Schmidt vorgeschriebenen Weise, und bewahrten 
das so gewonnene Material die gleiche Zeit und bei der gleichen 
Temperatur wie die gleichartig vorbehandelten Fermentversuche 
auf. Die Ergebnisse dieser Kontrollversuche gehen aus Kolonne 6 
hervor. Man sieht, daB sie tiberall weitgehend mit den A-Werten 
iibereinstimmen, da also nirgends nach der Fermentzerstérung 
ohne erneuten Fermentzusatz eine irgend in Betracht kommende 
Ammoniakzunahme erfolgte. Wir diirfen daher die gesamte, unter 
den Bedingungen des Fermentversuches eingetretene Vermehrung 
des Ammoniaks auf den Adenylséurekomplex zuriickfiihren. 


Aus Reihe 5 geht diese als Differenz der Reihen 83 und 4 er- 
rechnete, aus Adenylséure gebildete Ammoniakmenge hervor. Man 
sieht, daB fast ausnahmslos nach dem Aufenthalt des Muskels 
in Barkanl6sung weniger Adenylsiure vorhanden war als vor dem 
Aufenthalt. Zum Teil ist die Abnahme der Adenylséiure wihrend 
der langen Aufbewahrung der Muskeln recht betrachtlich (Ver- 
suche 12 und 19), zum Teil nur ganz geringfiigig. In einem Ver- 
such (Versuch 14) ist der Adenylsiéuregehalt gleich geblieben. 
Die rechnerisch erhaltene geringe Vermehrung der Adenylsaéure in 
Versuch 18 diirfte auf einen Analysenfehler zuriickzufiihren sein.*) 


Nimmt man an, daB die Verminderung des Adenylsiure- 
gehaltes beim Aufenthalt des Muskels in Barkanlésung unter 
Freiwerden einer entsprechenden Menge von Ammoniak erfolgt, 
so erhélt man die in Reihe 7b verzeichneten Werte fiir die 
bei der Aufbewahrung eingetretene Ammoniakbildung aus 
Adenylséure. (Differenz der oberen und der unteren Horizontal- 
reihe in Spalte 5.) Aus Reihe 7a ist die beim Aufenthalt in Barkan- 
lésung im ganzen in Freiheit gesetzte Ammoniakmenge ersichtlich, 
aus Kolonne 7c derjenige Anteil dieser Ammoniakbildung, der 
nicht auf Kosten von Adenylséure, also aus unbekannter Quelle 
erfolgte. (Differenz der Spalten 7a und 7b.) Man sieht, daB iiberall 
die Menge des Ammoniaks aus unbekannter Quelle gréBer ist, 
als die aus dem Adenylsiurekomplex stammende, ja, auch wenn 


1) Doch mu8 auf Grund noch unveréffentlichter Untersuchungen auch 
daran gedacht werden, daB bei der Aufbewahrung der Adenylsiurekomplex 
aus einer schwerer fiir das desaminierende Ferment angreifbaren Form in 
eine leichter angreifbare iibergeht. 
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wir von dem bereits erwéhnten Versuch 13 absehen, erfolgte in 
einem Versuch (14), in dem die Menge der Adenylséure nicht ab- 
nahm, die gesamte Ammoniakbildung aus unbekannter Quelle; 
und in einem weiteren Versuch (16) errechnet sich ein sehr geringer 
Wert fiir Ammoniak aus Adenylsaure. 

Irgendwelche Anhaltspunkte dafiir, da8 unter oxybiotischen 
Bedingungen in den Arbeitsversuchen mehr Ammoniak aus 
Adenylsaure als in den Ruheversuchen gebildet wurde, sind nicht 
vorhanden. Die Versuche 11 und 12 dauerten gleichlange und 
hier ist im Arbeitsversuch 12 die gesamte Vermehrung des Ammo- 
niaks gr6éBer als im Ruheversuch. Im Ruheversuch 14, der, 
ebenso wie der Arbeitsversuch 18, 22 Stunden dauerte, ist aber 
mehr Ammoniak frei geworden, als in dem eben genannten Arbeits- 
versuch. In beiden Fallen erfolgte iibrigens die Ammoniakbildung 
anscheinend nur aus der unbekannten Quelle. 

Die Versuche 15 und 16 wurden in kohlenséurehaltigem 
Stickstoff vorgenommen und dauerten ebenfalls 22 Stunden; in 
dem anoxybiotischen Arbeitsversuch 16 ist eine noch grd8ere 
Ammoniakbildung als in dem damit unmittelbar vergleichbaren 
oxybiotischen Versuch 13 eingetreten, auch hier fast ganz auf 
Kosten der unbekannten Muttersubstanz. Der anoxybiotische 
Arbeitsversuch 17 lieferte das gleiche Ergebnis, wie der ebenfalls 
anoxybiotische Ruheversuch 18, und der hier erhaltene Befund 
iihnelt sehr dem in dem ebenfalls nach 12stiindigem Aufenthalt 
in Barkanlésung unterbrochenen oxybiotischen Ruheversuch 11 
gewonnenen Resultat. Auffallig hoch ist die in den oxybiotischen 
Ruheversuchen 19 und 20 beobachtete Vermehrung des Ammo- 
niaks. In Versuch 19 ist sie zum gréSeren Teil, in Versuch 20 
fast ausschlieBlich unbekannten Ursprungs. Diese beiden Ver- 
suche wurden zu anderer Jahreszeit wie die iibrigen der Tab. III 
vorgenommen, und leider verfiigen wir nicht tber gleichartig an- 
gestellte anoxybiotische Versuche an Muskeln der gleichen Frosch- 
sendung. Doch geht ja schon aus den oben in Tabelle II besproche- 
nen Versuchen hervor, daB in Ruheversuchen von langer Dauer 
die Gesamtammoniakbildung von der Sauerstoffversorgung un- 
abhingig ist. 

In 7 Versuchen, auf deren Wiedergabe im Einzelnen wir ver- 
zichten, ergab sich mit einer Ausnahme, da unabhangig von der 
Sauerstoffversorgung in Barkanlésung schon nach 2 Stunden eine 
Vermehrung des Ammoniaks auftritt, waihrend in 8 Versuchen, 
in denen die Muskeln (ebenfalls im Ruhezustand) die gleiche Zeit 
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unter anoxybiotischen Bedingungen in der feuchten Kammer auf- 
gehoben wurden, keine Ammoniakvermehrung eintrat. 

AuBer jenen Experimenten, in denen die Muskeln viele 
Stunden unter oxybiotischen Bedingungen in Barkanlésung auf- 
bewahrt und in groBen Zeitabstinden gereizt wurden, hat Parnas 
auch eine Reihe von Versuchen ausgefiihrt, in denen er die 
Schenkelmuskeln der einen Seite in frischem, jene der anderen 
Seite in ermiidetem Zustand untersuchte, wobei die Ermiidung — 
anscheinend in kurzer Zeit — durch Reizung vom Plexus aus er- 
zielt wurde. Parnas fand hierbei eine der Zunahme des Ammo- 
niaks entsprechende Abnahme der Adenylséiure und _ schlieBt 
daraus, daB das bei ermiidender anaerober Reizung gebildete 
Ammoniak ausschlieBlich aus der Aminogruppe der Adenylsiure 
entstand. 

Dies Ergebnis entspricht dem schon vor langer Zeit im hiesigen 
Institut erhobenen Befunde, da8B ,,nach mehrstiindiger, zu voll- 
kommener Abspaltung des Ammoniaks aus Adenylséure fiih- 
render Exposition von Brei aus Ruhemuskeln mit ganz geringem 
Ammoniakanfangsgehalt und von solchem aus stark ermiideten 
Arbeitsmuskeln mit hohem Ammoniakgehalt beiderseits der 
gleiche Endwert erreicht wird.‘*?) 

Aus diesem Befund zogen wir schon damals den Schlu8B, daB 
das bei der Tatigkeit auftretende, ebenso wie das beim Absterben des 
Muskels unter den von uns gewahlten Versuchsbedingungen ge- 
bildete Ammoniak der Adenosinphosphorséure entstammt, und in 
neueren, noch unver6ffentlichten Untersuchungen, in denen wir 
die gleichen Bestimmungsmethoden wie in der vorliegenden Arbeit 
anwandten, konnte diese Anschauung durchaus bestitigt werden. 

Wir gelangten also bei kurzdauernder, ermiidender Reizung 
an der Hand des fermentativen Bestimmungsverfahrens zu dem 
gleichen Ergebnis, wie es Parnas bei einer ahnlichen biologischen 
Versuchsanordnung unter Verwendung der von ihm angegebenen 
chemischen Bestimmungsmethode erzielte. 

Hieraus geht hervor, daB nicht irgendwelche Unterschiede in 
den angewandten Bestimmungsmethoden die Ursache dafir sein 
kénnen, daB wir zwar den Grundversuch von Parnas, wonach 
lang andauernde oxybiotische Arbeit zu einer starken Ammoniak- 
bildung aus anderer Quelle wie Adenylsdure fiihrt, bestatigen 





1) G. Embden, Klin. Wochschr. 1927, Nr. 14; vgl. auch Embden u. 
Wassermeyer, Biochem. Z. 179, 161 (1928). 
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konnten, diese Ammoniakbildung sich aber weder als Folge- 
erscheinung der Arbeit, noch als eine soleche der Oxybiose erwies, 

Die von Parnas beobachtete Ammoniakbildung mu8 unserer 
Meinung nach vielmehr als Ausdruck von autolyseartigen Zer- 
setzungsprozessen angesehen werden, die anscheinend bei so langer 
Aufbewahrung isolierter Froschmuskeln in Barkanlésung un- 
vermeidlich sind. 

Parnas gibt zwar an, da er bei der Ammoniakbestimmung 
wie bei der Purinbestimmung die symmetrischen Muskeln als 
Kontrollen verarbeitet habe. Er kann aber diese Kontrollen 
wohl nur derart ausgefiihrt haben, daf er die von ihm nach langem 
oxybiotischen Aufenthalt in Barkanlésung gefundenen Werte 
mit den an frischen Muskeln erhaltenen verglich, die im Vor- 
liegenden von uns geschilderte, unbedingt notwendige Art von 
Kontrollversuchen aber unterlie. 


Zusammenfassung. 


Das Gesamtergebnis der von uns vorgenommenen Nach- 
prifung kann folgendermaBen zusammengefaBt werden: 

1. Die Angabe von Parnas, daB bei vielstiindiger oxy- 
biotischer Arbeit von Froschmuskeln eine starke Ammoniak- 
bildung auftritt, die nur zum Teil durch Desaminierung des Adeny]- 
siurekomplexes erfolgt, zum Teil aber auf noch unbekannte 
Muttersubstanzen zuriickgefiihrt werden muf, konnte bestitigt 
werden. 

2. Eine weitere Verfolgung dieses Befundes ergab aber, da 
in derartig lange andauernden Versuchen die Ammoniakbildung 
unabhingig davon ist, ob die Muskeln vollkommen ungereizt 
bleiben oder in dem iiberaus langsamen, von Parnas angewandten 
Tempo zur Kontraktion gebracht werden. Gleichlanger oxy- 
biotischer Aufenthalt von Ruhemuskeln und Arbeitsmuskeln in 
Barkanlésung fiihrte vielmehr stets zu einer ahnlichen Vermehrung 
des Ammoniaks, wobei bald im Ruheversuch, bald im Arbeits- 
versuch die Ammoniakbildung iiberwog. 

8. Ebenso wie von der von Parnas angewandten Art der 
Arbeitsleistung ist bei dem lange dauernden Aufenthalt der Muskeln 
in der Barkanlésung die Vermehrung des Ammoniaks von der 
Sauerstoffversorgung unabhangig. Denn in Ruheversuchen, die 
an den rechten und linken Gastrocnemien des gleichen Tieres 
unter Hinhaltung gleicher Versuchszeiten vorgenommen wurden, 
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war die Sauerstoffversorgung ohne Hinflu8 auf die Ammoniak- 
bildung. 

4, Wenn sonach die von Parnas an sauerstoffversorgten 
Arbeitsmuskeln gemachte Beobachtung an sich auch richtig ist, 
so kann die ihr von dem genannten Autor gegebene Deutung 
doch nicht langer aufrechterhalten werden. Die Ausfiihrung der 
notwendigen Kontrollversuche iiberzeugte uns vielmehr davon, 
daB die bei derartig langdauernden Versuchen eintretende Ammo- 
niakbildung weder als Folge der Arbeit noch als Ausdruck 
eines oxybiotischen Vorganges anzusehen ist. Sie diirfte wohl 
auf autolyseartige Prozesse zuriickzufiihren sein, die bei so lange 
(24 Stunden und mehr) durchgefiihrten Versuchen offenbar un- 
vermeidlich sind. 

Mit den im vorliegenden mitgeteilten Hrgebnissen unserer 
Nachpriifung verlieren natiirlich die von Parnas aus seinen 
Versuchen gezogenen theoretischen SchluBfolgerungen jegliche 
Beweiskraft. 




















Bemerkungen zur Arbeit’) von R. Klement 
tiber die Zusammensetzung und Bildung 
von Knochenstiitzsubstanz. 


Von 


Th. Gassmann, Ziirich. 


(Der Redaktion zugegangen am 25. August 1931.) 


Meinen friiheren Bemerkungen?) iiber das Nichtvorkommen 
einer von R. Klement dargestellten Verbindung 3 Ca,(PO,),Ca(OH), 
im Knochen habe ich noch beizufiigen, daB meine chemische 
Untersuchung *) von rhachitischen Knochen ergeben hat, daB bei 
_ dieser Knochenkrankheit der Kalk, die Phosphorséure und die 

Kohlensiure immer im Verhiltnis von 10Ca:6PO,:1CO, ab- 
nimmt. Zu einem véllig gleichen Ergebnis ist auch Loewy‘) bei 
der chemischen Untersuchung von osteomalacitischen Knochen ge- 
kommen. Er sagt, daB bei dieser Knochenkrankheit immer ein 
Molekiil Phosphatcarbonat nach dem anderen bzw. im Verhiltnis 
von 10Ca:6PO,:1CO, entfernt wird. 

Ein solches Ergebnis spricht einwandfrei fiir einen Nachweis , 


der komplexen Verbindung 


~[OPO,Ca 
Cag >Ca *}oo, 
‘\OPO,Ca 


im Knochen, da nur bei Anwesenheit einer solchen die gleich- 
miBige Abnahme von Kalk, Phosphorsiure und Kohlensaure in 
dem genannten Verhaltnis zu erkliren ist. 





1) Diese Z. 196, 140 (1981). 

2) Diese Z. 185, 234 (1929). 

*) Diese Z. 70, 161 (1910); 83, 403 (1918); 90, 250 (1918). Vgl. auch 
Lehrbuch der physiol. Chemie von Emil Abderhalden, 4. Aufl., S. 45 (1921). 

*) Loewy, Diese Z. 19, 239 (1894). Vgl. auch Lehrbuch der physiol. 
Chemie von Olof Hammarsten, 5. Aufl., 8. 372 (1904). 














